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La vérité scientifique sera toujours plus belle que les créations  

de notre imagination et que les illusions de notre ignorance 

Claude Bernard (1813-1878) 
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Avant-propos 

 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative rare et 

incurable. La perte conjointe et sélective des neurones corticospinaux (NCS) et des 

motoneurones (MN) entraine une paralysie progressive conduisant à la mort entre 2 et 5 ans 

après le diagnostic initial. La compréhension de l’étiologie et de la physiopathologie est une 

étape importante permettant le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

Ce manuscrit débutera par une introduction décrivant d’abord le système moteur lors 

de son fonctionnement physiologique, chez l’Homme. Une comparaison avec le système 

murin sera faite pour mieux comprendre l’interprétation des résultats. La seconde partie de 

l’introduction sera consacrée à la SLA, allant des observations cliniques aux dernières 

recherches précliniques. Enfin, la dernière partie fera le lien entre le cortex, les NCS et la SLA. 

Dans la partie résultats, je présenterai la publication scientifique découlant de mes travaux de 

thèse, qui sera suivi d’une courte partie me permettant de discuter des résultats. 

Durant ma thèse, j’ai également travaillé sur un autre projet ayant pour objectif de 

tester la faisabilité d’une première stratégie thérapeutique basée sur la génération de NCS, à 

partir des cellules souches neurales adultes (CSNa) du cerveau de souris modélisant la SLA. 

Mes travaux de master ont permis de mettre en évidence que les CSNa ne sont pas affectées 

par la SLA dans le modèles murin Sod1G86R et qu’elles demeurent fonctionnelles et donc 

potentiellement utilisables à des fins thérapeutiques. J’ai ensuite tenté de mettre au point un 

protocole de différentiation dirigée des CSNa en NCS. Cependant, malgré d’intenses efforts, il 

semble que la technique employée ne m’a pas permise de cibler les cellules d’intérêt (en dépit 

de plusieurs publications scientifiques précédentes). Depuis, ma collègue Aurore Brunet tente 

de développer une technique alternative. Mes travaux initiaux, présentés dans mon rapport 

de stage de master ont été mis annexe et ne seront pas discutés. 

J’ai également inclus en annexe deux publications scientifiques auxquelles j’ai 

contribué durant ma thèse. Le premier traite de l’effet de l’âge sur une tâche mnésique, le 

second traite les NCS dans la SLA et pose les bases de mes travaux de thèse, il sera donc 

commenté dans la discussion. 
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CHAPITRE I : Le système moteur 

 

Mes travaux de thèse se basent sur l’étude d’un modèle murin de la sclérose latérale 

amyotrophique. Néanmoins, il est important de considérer le système moteur humain pour 

mettre en perspective ses différences avec le système murin. Ainsi, je consacre ce premier 

chapitre à la description du système moteur humain, complété par des études chez les 

primates non humains, lorsque les résultats sont manquants chez l’Homme. 

 

1. Organisation anatomo-fonctionnelle 

Le corps humain est composé d’environ 640 muscles striés squelettiques, tous sous le 

contrôle du système nerveux central. Cela donne à l’Homme la capacité de produire un 

immense répertoire de mouvements et de réponses comportementales. Il existe trois types 

de motricité : 1) La motricité volontaire permet d’agir consciemment sur les muscles 

squelettiques grâce à un contrôle cortical des unités motrices (UM), en synergie avec les 

fonctions sensorielles. 2) La motricité automatique est hors du champ de la conscience, elle 

implique les structures sous corticales présentent dans le tronc cérébral notamment. Elle est 

utile pour la locomotion et le maintien postural. 3) Les réflexes assurent une réponse rapide 

et inconsciente face à des stimuli internes ou externes et mettent uniquement en jeu les 

réseaux neuronaux de la moelle épinière. 

Les mouvements volontaires sont organisés en trois phases qui vont chacune impliquer 

différentes structures du système moteur, elles doivent répondre à trois questions : 1) Que 

faire ? La première phase identifie le but et permet la préparation du mouvement en 

sélectionnant une réponse adaptée à la situation parmi un répertoire de réponses possibles. 

Cette phase met en jeu les aires associatives préfrontales et le système limbique. 2) Comment 

faire ? La deuxième phase planifie le mouvement. Elle définit l’enchainement de séquences 

de contractions musculaires nécessaires pour la réalisation du mouvement. Le cortex moteur 

encode les données spatiales et temporelles du mouvement grâce aux informations 

sensorielles obtenues. Il coordonne les membres, la direction du regard et l’orientation du 

corps. Les noyaux gris centraux jouent également un rôle important dans cette phase. 3) Je 

fais, mais ai-je bien fait ? La troisième phase est la réalisation de la tâche motrice. Elle met en 

jeu le cortex moteur qui contient notamment les Neurones Corticospinaux (NCS) qui 
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projettent directement ou indirectement vers les Motoneurones Bulbaires et Spinaux (MN). 

Grâce à leur activation, les MN permettent la contraction musculaire. Durant cette phase, le 

mouvement est contrôlé et ajusté en permanence par le cervelet et les noyaux gris centraux. 

Cette vision très hiérarchisée du système moteur où la commande motrice est faite en 

série n’est pas strictement réaliste. Le système est bien plus complexe et ultra-connecté, avec 

de nombreuses boucles de communication entre les différents niveaux et des actions réalisées 

en parallèle (Graziano, 2006; Rizzolatti et al., 1998) (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1 : Organisation des structures impliquées dans le contrôle des mouvements. La 

génération des mouvements nécessite la coordination de l’ensemble des composants du 

système moteur. Les voies descendantes, qui sont modulées par le cervelet et les ganglions 

de la base, contrôlent l’activité des neurones et motoneurones du tronc cérébral et de la 

moelle épinière. Ces derniers vont innerver les muscles striés squelettiques et permettent leur 

contraction afin d’exécuter le mouvement. (Adaptation de (Purves et al., 2014)). 
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2. L’unité motrice 

L’unité motrice (UM) est le plus petit élément contractile du mouvement, c’est l’unité 

fonctionnelle basique du système moteur qui permet la contraction musculaire. Elle est 

composée d’un motoneurone (MN) et de l’ensemble des fibres musculaires innervées par 

l’axone de ce dernier (Figure 2). L’UM est un transducteur neuromécanique puisqu’elle reçoit 

des informations neuronales sensorielles et motrices qu’elle transforme en force mécanique 

pour générer le mouvement (Duchateau and Enoka, 2011; Heckman and Enoka, 2012). 

 

Figure 2 : Les différents types d’unités motrices et de motoneurones. A) L’unité motrice (UM) 

comprend un motoneurone (MN) et l’ensemble des fibres qu’il innerve. B) Il existe plusieurs 

types d’UM parmi les muscles striés squelettiques. Les MNα innervent les fibres intrafusales 

et se divisent en 3 catégories : les MNα FF (fast fatigable) innervent les fibres IIb, les MNα FR 

(fast resistant) innervent les fibres IIa, MNα S (slow) innervent les fibres I. Les MNγ innervent 

les fibres extrafusales qui sont aussi innervées par les MNβ (non montré). C) La taille et la 

complexité morphologique diminuent progressivement chez les MNα FF, FR, S et enfin les 

MNγ. (Adaptation de (Kanning et al., 2010)). 

 

2.1 Contraction musculaire 

Un muscle est contrôlé généralement par une centaine d’UM, mais ce nombre peut 

varier en fonction du type de muscle. Les corps cellulaires des MN sont situés dans la corne 

ventrale de la moelle épinière sous forme de cluster et dans les noyaux moteurs du tronc 
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cérébral. Les axones des MN quittent la moelle épinière par la racine ventrale ou par un nerf 

crânien au niveau du tronc cérébral pour aller contacter un muscle et permettre la contraction 

musculaire (Heckman and Enoka, 2012). Les MN sont des neurones cholinergiques, leur 

dépolarisation entraine la génération d’un potentiel d’action qui permet le relargage 

d’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire (JMN), qui est une synapse 

spécialisée entre le MN et la fibre musculaire (Wood and R. Slater, 2001). Les 

neurotransmetteurs se lient à leurs récepteurs nicotiniques couplés à des canaux sodiques 

(Flucher and Daniels, 1989) et entrainent un influx ionique qui permet à la membrane 

musculaire de se dépolariser, l’augmentation du calcium intracellulaire permet ensuite la 

contraction musculaire (Wood and R. Slater, 2001). 

Il existe trois grands types de MN qui innervent des types de fibres musculaires 

distinctes (Figure 2). Les MNγ innervent des fibres intrafusales, situées au sein du fuseau 

neuromusculaire. Ce sont des fibres spécialisées qui ont un rôle sensoriel de 

mécanorécepteur. Ces MNγ régulent l’information sensorielle en modifiant la longueur des 

fibres pour ajuster la contraction musculaire. Les MNα innervent les fibres extrafusales, 

striées, qui sont responsables de la contraction musculaire lors du mouvement. Ce sont ces 

MNα et leurs fibres extrafusales qui constituent l’unité motrice. Les MNβ sont une population 

moins bien définie puisqu’ils innervent à la fois les fibres intrafusales et extrafusales. Chez les 

vertébrés ayant un système mature, une fibre musculaire est contactée par un MN. En 

revanche, un MN peut contacter plusieurs fibres musculaires. Le nombre de fibres innervées 

peut varier de quelques-unes à plusieurs centaines en fonction du type de muscles dans lequel 

on se situe. De plus, ce nombre peut également varier au sein même d’un muscle (Heckman 

and Enoka, 2012; Kanning et al., 2010). 

 

2.2 Les différents types d’unité motrice 

Trois types d’UM ont été identifiées. Les muscles sont des structures hétérogènes qui 

présentent une mosaïque de fibres avec des propriétés morphologiques, histochimiques et 

électrophysiologiques différentes (Heckman and Enoka, 2012) (Figure 2). 

Pour identifier les différents types d’UM, plusieurs critères sont à observer comme la 

taille des MN, le nombre et le type de fibres musculaires innervées, la vélocité et la force. Les 

MN ayant un petit soma innervent peu de fibres musculaires, ainsi l’UM génère peu de force. 
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Les MN ayant un grand soma innervent plus de fibres et engendrent donc une force plus 

importante. Les UM de type S (slow) sont de petites UM qui ont des fibres musculaires de 

petites tailles et de couleur rouge. Ces fibres se contractent lentement en générant de petites 

forces. Elles possèdent beaucoup de myoglobine, de mitochondries et de capillaires. Ces 

caractéristiques leurs permettent de résister à la fatigue. Les UM de type FF (fast fatiguable) 

sont de grandes UM possédant de larges fibres de couleur pâle qui génèrent une plus grande 

force. Cependant ces fibres ont peu de mitochondries et sont donc sensibles à la fatigue. Les 

UM de type FR (fast resistant) se situent entre les deux précédents types. De taille 

intermédiaire, ce type n’est pas aussi rapide que les fibres de type FF mais génère plus de 

force que les fibres de type S. Ce type est également résistant à la fatigue. 

Dans un muscle, on retrouve les trois types d’UM. Selon le type de muscle, le ratio de 

type de fibre va changer. Par exemple, les muscles nécessitant une contraction maintenue 

comme les muscles posturaux sont enrichis en fibres de type S. Les muscles nécessitant une 

contraction rapide avec une grande force sont enrichis en fibres de type FF. La diversité des 

UM répond donc à un besoin fonctionnel (Heckman and Enoka, 2012; Kanning et al., 2010). 

 

2.3 Contrôle des unités motrices 

La régulation de la force développée par les muscles dépend du nombre d’UM activées 

à un temps donné. Plus la force musculaire augmente, plus le nombre d’UM recrutées est 

important. Les UM de type S sont recrutées les premières car elles ont un seuil d’activation 

bas. Ensuite, ce sont les UM de type FR puis les types FF qui sont recrutées à leur tour. C’est 

le principe de taille (Desmedt, 1983). 

Les MN de la moelle épinière et du tronc cérébral se situent dans des circuits locaux 

d’interneurones très fortement intégrés, permettant la coordination de l’activité des 

différents groupes musculaires. Ils sont responsables de la genèse de schémas basiques 

activant les muscles lors de la locomotion ou de mouvements stéréotypés (Catela et al., 2015; 

Goulding, 2009). Dans la moelle épinière, les circuits locaux sont les premiers intégrateurs de 

l’information sensorielle, transmise par les neurones propriocepteurs qui informent de l’état 

contractile et de la position du muscle. Ces informations sont utiles pour la perception du 

mouvement mais aussi pour les ajustements nécessaires de la trajectoire, de la vélocité et de 

la force. Dans ce sens, les informations sensorielles sont ensuite transmises aux centres 

supérieurs du cerveau et du tronc cérébral (Catela et al., 2015; Dasen, 2009). 
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Figure 3 : Contrôle supérieur des unités motrices. Le système moteur est hautement organisé 

et connecté. Les aires corticales impliquées projettent vers les régions sous corticales comme 

le thalamus, les ganglions de la base, le cervelet et les noyaux moteurs du tronc cérébral (en 

vert). Les fibres issues du cortex forment le tractus pyramidal et vont innerver les 

motoneurones (MN) de la moelle épinière de façon directe ou indirecte en passant par un 

interneurone. D’autres fibres provenant des noyaux moteurs vont également aller innerver 

ces neurones spinaux. Des projections locales permettent de connecter les différentes régions 

entre elles (en violet). (Adaptation de (Kandel et al., 2012)). 
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Les UM et leurs réseaux locaux sont contrôlés par les centres supérieurs qui sont situés 

dans le cerveau et le tronc cérébral (Figure 3). Des neurones envoient de longues projections 

qui sont regroupées dans les différents tractus de la moelle épinière. On distingue deux 

grandes voies : la voie pyramidale et la voie extrapyramidale. Ce terme renvoit à la description 

anatomique des pyramides bulbaires, lieu de passage de la voie pyramidale. Cette voie 

pyramidale contient les axones des neurones projetant depuis le cortex vers la moelle 

épinière. Au contraire, la voie extrapyramidale contient les axones des neurones projetant 

depuis les centres moteurs du tronc cérébral, le noyau rouge, la formation réticulée, les 

noyaux vestibulaires et les collicules supérieurs (Lawrence and Kuypers, 1968a, b; Lemon, 

2008). 

 

3. Contrôle cortical de l’unité motrice 

Chez l’Homme, le cortex cérébral moteur est situé au sein du lobe frontal, dans sa 

partie postérieure, en avant du sillon central. (Taylor and Gross, 2003). 

 

3.1 Les aires corticales motrices 

Pour réaliser les différentes tâches de l’acte moteur, plusieurs aires corticales sont 

impliquées et sont toutes très fortement interconnectées (Figure 4). Le cortex moteur 

comprend le cortex moteur primaire (M1) ainsi que 6 aires prémotrices regroupées sous le 

nom de cortex prémoteur. D’un point de vue anatomique, M1 correspond à l’aire 4 de 

Brodmann située au niveau du gyrus précentral (Brodmann, 1909; Fulton, 1935), identifiée 

par la présence de cellules pyramidales géantes dans la couche V, les cellules de Betz (Betz, 

1874). La désignation des aires motrices fait l’objet plusieurs controverses. Initialement, le 

terme prémoteur désigne l’aire 6 de Brodmann, localisée tout juste antérieure à M1 

(Brodmann, 1909; Fulton, 1935). Mais ce découpage cytoarchitectural ne corrobore pas avec 

ses fonctions très hétérogènes. Les aires prémotrices sont donc identifiées en fonction de 

leurs connections et notamment vers M1. On peut ainsi décrire 6 régions : l’aire prémotrice 

dorsale, l’aire prémotrice ventrale, l’aire motrice supplémentaire (AMS) et les aires motrices 

cingulaires dorsale, ventrale et rostrale (Geyer et al., 1996; Halsband et al., 1993; Rizzolatti et 

al., 1996; Roland, 1984; Roland et al., 1980a; Roland et al., 1980b; von Cramon and Jurgens, 

1983) (Figure 4). 
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D’autres aires non motrices participent à l’élaboration et à l’exécution du mouvement 

de manière indirecte, en projetant vers les aires motrices. M1 et les aires prémotrices 

reçoivent des efférences des lobes frontaux et pariétaux. Ce sont notamment des 

informations des cortex somatosensoriels primaire et secondaire, situés en arrière du sillon 

central (Roland, 1984). Ces connections participent à l’intégration multimodale 

somatosensorielle, l’attention spatiale et le contrôle visuomoteur (Andersen and Cui, 2009). 

Le cortex limbique est également impliqué dans tous les aspects émotifs et affectifs du 

mouvement. Plus précisément, c’est le cortex insulaire granulaire qui est mis en jeu. On note 

également la participation du cortex préfrontal pour tous les aspects cognitifs et les fonctions 

exécutives (Oxbury, 1970; Roland, 1985; Teuber, 1972). 

 

 

Figure 4 : Les aires motrices corticales. A) Les aires corticales impliquées dans la motricité 

volontaire se trouvent en avant du sillon central et représentent les aires 4 et 6 de Brodmann. 

On y retrouve le cortex moteur primaire, l’aire motrice supplémentaire et le cortex prémoteur. 

B) Les aires motrices corticales sont toutes interconnectées et projettent vers la moelle 

épinière. Les afférences sensorielles sont transmises grâce aux cortex pariétal postérieur et 

somatosensoriel. (Adaptation de (Kandel et al., 2012)). 

 

3.2 Organisation fonctionnelle du cortex moteur 

Comment s’organise le cortex moteur pour produire les mouvements est une question 

encore très débattue à l’heure actuelle. Historiquement, plusieurs hypothèses ont été 

avancées, puis ont été contestées et partiellement invalidées. Les premières hypothèses ont 

été élaborées grâce aux travaux de Sherrington et Penfield au début du XXème siècle qui ont 
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procédé à des expériences de stimulation dans diverses régions du cortex moteur de singes. 

(Grunbaum, 1902; Leyton and Sherrington, 1917). Ces travaux ont permis de dresser une carte 

topographique du corps contenue dans le cortex moteur primaire. Les pieds sont représentés 

dans la partie la plus dorsale des hémisphères cérébraux, la bouche dans la partie la plus 

ventrale et entre les deux se situe les autres parties du corps. Dans cette carte, chaque muscle 

ou petit groupe musculaire restreint correspond à une région corticale précise. On a donc une 

représentation somatotopique du corps au niveau cortical. De plus, la genèse du mouvement 

est vue de façon hiérarchique, avec une activation successive du cortex prémoteur, du cortex 

moteur primaire, de la moelle épinière et enfin des muscles (Fulton, 1935; Penfield and 

Boldrey, 1937; Penfield and Welch, 1951). Ces travaux ont depuis été confirmés par des 

expériences d’IRM fonctionnelle (Grafton et al., 1993; Kleinschmidt et al., 1997; Lotze et al., 

2000). 

Cependant, la somatotopie est en réalité fracturée, mélangée et chevauchante. 

Chaque point du cortex moteur primaire ne correspond pas qu’à un seul muscle. De plus, 

certains muscles sont représentés à différents endroits (Indovina and Sanes, 2001; Rao et al., 

1995; Sanes and Schieber, 2001). La connectivité serait donc plus complexe, et serait 

organisée de sorte à promouvoir la coordination entre les muscles et les articulations plutôt 

que de séparer distinctement les différents muscles et articulations (Graziano, 2006). La 

division fonctionnelle du cortex moteur primaire versus le cortex prémoteur n’est plus si 

claire. Les deux structures semblent avoir des fonctions communes et complémentaires. 

D’autant qu’elles projettent toutes les deux de manières équivalentes et en parallèle vers la 

moelle épinière avec des patterns qui se chevauchent (Roland, 1984, 1985; Roland et al., 

1980a). Les neurones de projection de la couche V du cortex moteur primaire semblent avoir 

des fonctions très élaborées comme ceux du cortex prémoteur. Ainsi, ils sont capables de 

coder la direction, la vélocité et la force du mouvement (Davare et al., 2015; Georgopoulos et 

al., 1992; Georgopoulos et al., 1986; Guigon et al., 2007). Cela suggère que le cortex moteur 

primaire n’a pas qu’un simple rôle exécutif sous le contrôle du cortex prémoteur. L’idée de 

carte topographique dans le cortex moteur primaire ne peut donc plus être l’unique 

description d’une réalité plus complexe (Graziano, 2006). 

De récentes expériences de stimulation du cortex moteur primaire et prémoteur chez 

les primates non humains ont donné lieu à des mouvements complexes, ayant un sens 

comportemental (Cooke and Graziano, 2004; Graziano et al., 2005; Graziano et al., 2004). Les 
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auteurs ont classé les régions du cortex moteur en fonction des catégories de mouvements 

qu’ils génèrent, comme par exemple le mouvement pour aller attraper de la nourriture. Ces 

études ouvrent la voie à une nouvelle vision du cortex moteur où il n’y a plus de hiérarchie et 

de différence entre le cortex moteur primaire et le cortex prémoteur. L’organisation du cortex 

moteur ne serait pas aussi simple qu’une somatotopie mais beaucoup plus complexe, en 

fonction de groupes musculaires répondant à des fonctions éthologiques. Il se peut très bien 

que certaines régions soient organisées différemment de leurs voisines, et que plusieurs types 

d’organisations cohabitent au sein du cortex moteur (Graziano, 2006; Levine et al., 2012). 

 

3.3 Organisation cytoarchitecturale du cortex moteur 

Au sein du cortex cérébral, on considère que 80% de neurones sont excitateurs contre 

seulement 20% de neurones inhibiteurs. D’autre part, on distingue les neurones pyramidaux 

versus les neurones non pyramidaux. Les neurones pyramidaux sont des neurones excitateurs 

qui envoient leurs axones au sein du cortex ipsilatéral et controlatéral ainsi que vers des cibles 

lointaines pouvant être des structures sous corticales ou subcérébrales. Les neurones non 

pyramidaux peuvent être excitateurs ou inhibiteurs et projettent localement pour réguler les 

circuits neuronaux.  

Grâce aux travaux pionnier de Brodmann (1909) et à la description cytoarchitecturale 

du cortex de l’Homme, on peut classifier le cortex moteur comme étant un isocortex 

hétérotypique agranulaire à 6 couches (Figure 5). Les couches du cortex se différentient en 

fonction de leur composition cellulaire. Ces couches sont numérotées de I à VI, de la superficie 

à la profondeur du cortex. La couche moléculaire (I) est très pauvre en cellules. On y retrouve 

de nombreuses fibres tangentielles provenant des neurones des couches profondes, 

notamment les dendrites apicales des neurones pyramidaux. La couche granulaire externe (II) 

est riche en cellules de petites tailles, notamment des pyramidales et des interneurones. Cette 

couche reçoit de nombreuses informations des autres régions du cortex. La couche 

pyramidale externe (III) est composée de neurones pyramidaux de différentes tailles et des 

interneurones. Elle est généralement divisée en trois parties (IIIa, IIIb, IIIc). C’est la source 

majeure de connections cortico-corticales. Elle reçoit et projette vers les aires associatives. La 

couche granulaire interne (IV) est très riche en neurones excitateurs étoilés, mais contient 

également des neurones excitateurs pyramidaux et des interneurones inhibiteurs. Elle reçoit 

des informations provenant du thalamus et des régions intra-hémisphériques. La couche 
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pyramidale interne (V) possède les neurones de projection de forme pyramidale. Elle se divise 

en deux parties (Va, Vb) en fonction de la taille des cellules pyramidales et de la densité 

cellulaire. On retrouve ainsi les grandes cellules de Betz dans la partie Vb où la densité 

cellulaire est forte. Cette couche projette de manière cortico-corticale, corticofuge et 

subcérébrale. Enfin, la couche VI contient de nombreuses cellules fusiformes ainsi que de 

petites cellules pyramidales. Elle peut également être divisée en deux parties, VIa qui est 

dense et VIb qui est peu dense. Elle est réciproquement connectée au thalamus et envoie des 

informations vers les autres régions corticales. Les couches I, II et III contiennent les dendrites 

apicales des neurones des couches II, III, V et VI, alors que les couches V et VI contiennent les 

dendrites basales des neurones des couches III, V et VI (Palomero-Gallagher and Zilles, 2017; 

Rivara et al., 2003; Shipp, 2007) (Figure 5). 

Le cortex moteur primaire est caractérisé par la présence des cellules pyramidales 

géantes ou cellules de Betz dans la couche V et par le fait que la couche IV est pratiquement 

inexistante et confondue avec les couches avoisinantes. C’est un cortex qui est très fortement 

myélinisé (Barbas and Garcia-Cabezas, 2015; Garcia-Cabezas and Barbas, 2014; Palomero-

Gallagher and Zilles, 2017). La cytoarchitecture des aires prémotrices est plus hétérogène et 

légèrement différente du cortex moteur primaire. Il y a un changement graduel de la 

cytoarchitecture, les aires les plus dorsales ressemblent au cortex moteur primaire et les aires 

les plus ventrales tendent vers la cytoarchitecture du cortex sensoriel (Barbas and Pandya, 

1987). Les neurones excitateurs et inhibiteurs ne représentent qu’une part des cellules qui 

composent le cortex cérébral (pourcentage variable selon les études, entre 10 et 50%). Ce 

sont les cellules gliales qui composent l’autre part. Outre leur rôle nourricier, protecteur et de 

support, les cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes et microglies) jouent un rôle 

essentiel dans la communication neuronale et dans la structuration cytoarchitecturale du 

cortex (Fields and Stevens-Graham, 2002; Nedergaard et al., 2003). 
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Figure 5 : Représentation cytoarchitecturale du cortex moteur. Le cortex cérébral est 

organisé en 6 couches (notées I à VI). Le cortex moteur est de type agranulaire, c’est-à-dire 

que la couche IV est très réduite, voire inexistante. Sa couche V est très développée contient 

de gros neurones pyramidaux, appelés cellules de Betz. Chaque couche contient différents 

types cellulaires avec un connectome différent, ce qui leur octroie des rôles spécifiques. 

(Adaptation de (Kandel et al., 2012)). 

 

3.4 Voie pyramidale 

La voie pyramidale est constituée du tractus corticospinal et du tractus corticobulbaire. 

Elle est constituée des axones des neurones pyramidaux de la couche V du cortex moteur 

incluant M1, les aires prémotrices, le cortex cingulaire et le cortex pariétal (Figure 6). On y 

retrouve également des axones provenant du cortex sensoriel primaire (Jang, 2014; Nudo and 

Masterton, 1988; Welniarz et al., 2017). La voie pyramidale n’est donc pas limitée à un rôle 

purement moteur (Lemon, 2008; Lemon and Griffiths, 2005). En effet, le tractus corticospinal 

est capable de moduler les afférences sensorielles et les réseaux neuronaux spinaux via des 

projections dans la corne dorsale de la moelle épinière (Moreno-Lopez et al., 2016). 
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Figure 6 : La voie descendante pyramidale. Les fibres issues des régions corticales motrices 

descendent vers le tronc cérébral et la moelle épinière et forment le tractus pyramidal. Il 

comprend les fibres corticobulaires qui innervent les neurones des noyaux moteurs du tronc 
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cérébral, et les fibres corticospinales qui innervent les interneurones et les motoneurones 

spinaux. 90% des fibres du tractus corticospinal décussent dans les pyramides bulbaires et 

10% demeurent ipsilatérales. (Adaptation de (Kandel et al., 2012)). 

 

Concernant le tractus corticospinal, après avoir quitté le cortex, les axones se 

regroupent en fibres et traversent la capsule interne, puis convergent vers le pédoncule 

cérébral avant de rentrer dans la partie ventrale du tronc cérébral. En maintenant leur position 

ventrale, les fibres forment les pyramides bulbaires jusqu’à la partie caudale du bulbe 

rachidien. A la jonction du tronc cérébral et de la moelle épinière, environ 90% des fibres 

croisent la ligne médiane et passent d’une position ventrale à une position dorsale. Ces fibres 

forment la décussation des pyramides bulbaires et continuent leur route dans la partie 

contralatérale de la moelle épinière. Plus précisément, ces fibres circulent dans la partie 

dorsale des colonnes latérales. Les 10% des fibres qui n’ont pas décussé au niveau des 

pyramides bulbaires se retrouvent dans la partie ventrale de la moelle épinière ipsilatérale 

(Figure 6). 

Les fibres ayant décussées sont majoritairement impliquées dans les mouvements fins 

des extrémités distales alors que les fibres n’ayant pas décussées sont plutôt responsables du 

maintien de la posture en contrôlant la musculature proximale et axiale (Armand, 1982; 

Huisman et al., 1981; Jang, 2014; Nathan et al., 1990; Welniarz et al., 2017). Les axones du 

tractus corticospinal quittent ensuite la substance blanche pour rejoindre la matière grise de 

la moelle épinière, dans les cornes ventrales et la zone intermédiaire (Huisman et al., 1981; 

Nathan et al., 1990). Chez l’homme, il existe des connexions monosynaptiques entre les NCS 

et les MN. Ces fibres proviennent essentiellement de M1 et notamment des axones des 

cellules de Betz. Les autres fibres contactent des interneurones des circuits locaux de la moelle 

épinière qui font ensuite synapse avec les MN (de Noordhout et al., 1999).  

Concernant le tractus corticobulbaire, les fibres se superposent initialement à celles du 

tractus corticospinal mais se terminent dans le tronc cérébral, innervant les noyaux moteurs 

et sensoriels des nerfs crâniens (Kuypers, 1958) (Figure 6). Selon les noyaux, les axones se 

terminent de manière controlatérale, ipsilatérale ou bilatérale, cette dernière façon étant la 

plus rependue (Kuypers, 1958). 

La voie pyramidale est donc l’intermédiaire entre le cortex, le tronc cérébral et la 

moelle épinière et permet des connexions directes ou indirectes entre les NCS et les MN. 
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4. Contrôle sous-cortical de l’unité motrice 

Outre le cortex cérébral, plusieurs structures du tronc cérébral sont impliquées dans 

l’exécution de mouvements impliquant le contrôle de la musculature axiale et proximale, le 

maintien de la posture et de l’équilibre ainsi que l’orientation de la tête et du regard. Ces 

structures qui composent le tronc cérébral reçoivent des informations du cortex et projettent 

directement ou indirectement sur les MN et les circuits locaux de la moelle épinière. Ils 

peuvent fonctionner de manière indépendante mais réalisent généralement leurs tâches en 

synergie avec le cortex cérébral lors de l’exécution des mouvements volontaires. Quatre 

grands centres régulent l’activité de l’UM : les noyaux vestibulaires, la formation réticulée, les 

collicules supérieurs et le noyau rouge. Leurs projections vers la moelle épinière forment les 

voies extrapyramidales. 

 

4.1 Les noyaux vestibulaires 

Les noyaux vestibulaires reçoivent l’information sensorielle en provenance des canaux 

semicirculaires et des organes otolithiques de l’oreille interne qui permettent de connaître la 

position de la tête ainsi que la vitesse angulaire et linéaire de son déplacement. Ces noyaux 

ont donc une fonction importante dans l’équilibre, la coordination, le maintien du regard et 

l’orientation du regard. Pour cela, ils contrôlent notamment les MN innervant les muscles 

axiaux et les muscles proximaux des membres (McCrea et al., 2001; Sadjadpour and Brodal, 

1968; Suarez et al., 1997). Les noyaux vestibulaires sont au nombre de quatre, on retrouve le 

noyau vestibulaire latéral, médial, supérieur et inférieur. Ils sont situés dans la partie dorsale 

du pont et du bulbe rachidien au sein du tronc cérébral (Barmack, 2003). Les informations 

sensorielles provenant de l’oreille interne sont véhiculées vers les noyaux vestibulaires via le 

huitième nerf crânien. Les neurones qui reçoivent cette information sont généralement les 

neurones qui envoient leurs axones vers la moelle épinière (Highstein and Holstein, 2006). Il 

existe des liens réciproques entre les noyaux vestibulaires et le cortex cérébral, notamment 

entre l’aire prémotrice et le cortex cingulaire (Highstein and Holstein, 2006). 

 

4.2 La formation réticulée 

La formation réticulée est un ensemble complexe de clusters neuronaux entrecoupés 

par le passage de fibres. Cette structure, difficile à séparer sur le plan anatomique, s’étend de 
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la partie rostrale du mésencéphale, à travers le pont, jusqu’à la partie caudale du bulbe 

rachidien à la frontière de la moelle épinière. Les neurones de la formation réticulée peuvent 

avoir des rôles très divers dans les fonctions cardiovasculaires, respiratoires, la gestion du 

rythme veille/sommeil et dans les réponses nociceptives (Siegel, 1979). D’un point de vue 

moteur, la formation réticulée intervient dans plusieurs types de mouvements. On retrouve 

son implication dans la locomotion, le contrôle postural, l’orientation du regard, les saccades 

oculaires, la préparation des mouvements fin oculaires et enfin dans le contrôle spatial et 

temporel des mouvements du tronc et des membres (Baker, 2011; Buford and Davidson, 

2004; Cowie and Robinson, 1994; Pompeiano, 1973). Les neurones envoyant leurs axones vers 

la moelle épinière se trouvent dans la partie pontomédullaire (Huisman et al., 1981). Il existe 

également de fortes interconnexions réciproques entre le cortex moteur, prémoteur et la 

formation réticulée (French, 1957). 

 

4.3 Les collicules supérieurs 

Les collicules supérieurs sont localisés dans la partie dorsale du mésencéphale. Ils 

reçoivent de nombreuses informations sensorielles qu’ils vont ensuite intégrer pour être en 

mesure de contrôler les mouvements de la tête et du regard via l’activation des muscles du 

cou et des muscles oculomoteurs. Leur fonction est de diriger les structures sensorielles de la 

tête vers un point d’intérêt (May, 2006). Les collicules supérieurs sont une structure laminaire 

organisée en couches, basée sur la distribution des fibres, la taille et la densité des neurones. 

Ce sont les couches profondes projettent vers la moelle épinière et les MN du noyau 

oculomoteur. Mais la sortie première se dirige vers la formation réticulée qui sert alors de 

relais vers la moelle épinière (May, 2006; May and Porter, 1992). Là encore, la structure reçoit 

des efférences du cortex cérébral (Lock et al., 2003; Marrocco, 1978; Tigges and Tigges, 1981). 

 

4.4 Le noyau rouge 

Le noyau rouge est un cluster neuronal bilatéral appartenant au mésencéphale. Il est 

divisé en deux parties, une partie parvocellulaire dorsolatérale et une partie magnocellulaire 

ventrocaudale (Massion, 1967; Massion, 1988; Nudo and Masterton, 1988; Onodera and 

Hicks, 2010; Verhaart, 1962). D’un point de vue évolutif, les fonctions premières du noyau 

rouge sont motrices. Ainsi, il est impliqué dans l’extension des muscles distaux des membres 
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supérieurs et dans les mouvements de la main et des doigts. Il participe également au 

mouvement des membres lors de la locomotion (Belhaj-Saif and Cheney, 2000; Gibson et al., 

1985; Hicks and Onodera, 2012; Lawrence and Kuypers, 1968b). Le noyau rouge est constitué 

de deux efférences majeures, une vers l’olive inférieure du cervelet à partir de la partie 

parvocellulaire et une vers la moelle épinière et les MN à partir de la partie magnocellulaire. 

Certains neurones de la partie parvocellulaire peuvent néanmoins projeter vers la moelle 

épinière (Kennedy et al., 1986; Miller and Strominger, 1973; Strominger et al., 1979). Ces 

fibres se regroupent pour former le tractus rubrospinal. 

Le Noyau rouge partage de nombreuses similitudes anatomiques et fonctionnelles 

avec le cortex moteur. En effet, les deux structures envoient des axones vers la moelle épinière 

dans les colonnes latérales et finissent leurs courses dans la zone intermédiaire et la corne 

ventrale pour aller contacter directement ou indirectement les MN (Kennedy et al., 1986; 

Kuypers, 1964). Ils gèrent ainsi l’activité de la musculature proximale et distale des membres. 

Il a également été montré que ces deux tractus sont glutamatergiques (Beitz and Ecklund, 

1988). 

 

4.5 Les voies extrapyramidales 

Les différents tractus regroupant les fibres efférentes des noyaux vestibulaires, des 

collicules supérieurs, de la formation réticulée et au noyau rouge sont regroupés sous 

l’appellation de voies extrapyramidales en opposition aux voies pyramidales qui partent du 

cortex (Kuypers, 1964). Le système extrapyramidal est organisé anatomiquement en parallèle 

du système pyramidal. Les deux systèmes ayant des fonctions complémentaires, ils ne doivent 

pas être mis en opposition (de Oliveira-Souza, 2012). Dans le tronc cérébral, les fibres des 

voies pyramidales passent par le faisceau longitudinal médian et par le tractus tegmental 

central (Figure 7). Au niveau de la moelle épinière, les fibres de ces deux voies descendantes 

traversent respectivement les colonnes latérales et ventrolatérales (de Oliveira-Souza, 2012). 

Cependant, la totalité de fibres issues des noyaux moteurs du tronc cérébral ne voyage pas 

dans ces axes. Une proportion non déterminée utilise d’autres routes (de Oliveira-Souza, 

2012). 

Les fibres issues des noyaux vestibulaires peuvent se diviser en deux tractus distincts 

de par leurs origines et de par leurs fonctions mais voyageant de façon parallèle. Le tractus 

vestibulospinal médian et le tractus vestibulospinal latéral regroupent respectivement les 
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fibres du noyau vestibulaire médian et du noyau vestibulaire latéral. Au niveau du tronc 

cérébral, ces fibres circulent dans le faisceau longitudinal médian de manière ipsilatérale. Le 

tractus vestibulospinal médian va innerver, dans la corne ventrale de la moelle épinière, les 

MN responsables du contrôle des muscles du cou pour réguler la position de la tête et du 

regard. Le tractus vestibulospinal latéral va innerver les MN contrôlant les muscles extenseurs 

antigravités impliqués dans le maintien de la posture. Ce tractus contacte également les 

muscles proximaux des membres (Horak, 2009)(Figure 7). 

De même, les fibres provenant de la formation réticulée se séparent en deux tractus, 

un médian, issu de la formation réticulée pontique, et un latéral, issu de la formation réticulée 

médullaire. Les axones des neurones du tractus réticulospinal médian ne décussent pas et 

rejoignent le faisceau longitudinal médian pour ensuite gagner la corne ventrale de la moelle 

épinière. Au contraire, les axones des neurones du tractus réticulospinal latéral croisent 

directement la ligne médiane pour occuper une position médiane et rentrer dans le tractus 

tegmental central. Ces deux tractus ont des effets opposés ayant des rôles dans la locomotion 

et le maintien de la posture. Le tractus réticulospinal médian est responsable du contrôle des 

MN innervant les muscles extenseurs axiaux alors que le tractus réticulospinal latéral innerve 

les MN des muscles fléchisseurs. (Davidson et al., 2007). A eux deux, ils coordonnent l’activité 

de différents muscles en activant les interneurones propriospinaux projetant sur de longues 

distances et régulent la posture et la musculature distale via des interneurones propriospinaux 

à projections courtes (Baker, 2011; Buford and Davidson, 2004; Nathan et al., 1996)(Figure 7). 

Les fibres issues des collicules supérieurs et arrivant dans la corne ventrale 

dorsomédiale et intermédiaire de la moelle épinière forment le tractus tectospinal. Dans le 

tronc cérébral, après décussation au niveau de l’aire tegmentale ventrale, ces fibres passent 

autour de la substance grise périaqueducale en position ventromédiane et terminent dans la 

partie ventromédiane de la moelle épinière. Les axones passant dans le tractus tectospinal 

terminent leur course dans les niveaux cervicaux et thoraciques supérieurs pour aller innerver 

les muscles du cou et du tronc et diriger la tête et le regard (May and Porter, 1992). 

Chez l’Homme, les quelques fibres issues du noyau rouge voyagent de façon parallèle 

aux fibres du tractus corticospinal latéral. Ils décussent dans l’aire tegmentale ventrale pour 

finalement innerver la partie intermédiaire de la moelle épinière (Figure 7). A titre de 

comparaison, le noyau rouge envoie entre 10 et 15 axones contre plus de 100.000 pour le 

tractus corticospinal (Nathan and Smith, 1982). Le tractus rubrospinal innerve la musculature 
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distale des membres supérieurs et régule la force, la vélocité et la direction du mouvement. 

Ce tractus excite les MN contrôlant le tonus des muscles fléchisseurs et inhibe les extenseurs 

durant le mouvement. (Hicks and Onodera, 2012; Kennedy et al., 1986). 

 

 

Figure 7 : Les voies descendantes extrapyramidales. Les fibres issues des différents noyaux 

moteurs du tronc cérébral descendent vers la moelle épinière pour former les voies 

extrapyramidales qui regroupent les tractus rubrospinal, vestibulospinal, réticulospinal et 

tectospinal. Chaque tractus voyage séparément et va innerver différentes cibles au sein de la 

corne ventrale de la moelle épinière. (Adaptation de (Kandel et al., 2012)). 
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5. Différences entre le système moteur de l’Homme et des rongeurs 

Le travail de cette thèse est basé sur l’étude de souris modélisant une maladie 

retrouvée uniquement chez l’Homme, la sclérose latérale amyotrophique, ou SLA. Il est donc 

important d’avoir à l’esprit les différences entre le système moteur humain et murin, bien que 

celui-ci soit très bien conservé chez les mammifères. Ce sont principalement les différences 

comportementales qui vont expliquer les différences retrouvées entre les deux systèmes 

moteurs. En effet, l’Homme est une espèce bipède alors que les souris sont quadrupèdes. De 

plus, l’Homme a gagné de nombreuses fonctions cognitives et certaines habilités motrices 

comme le pouce opposable et la capacité d’exercer des mouvements fins d’une incroyable 

précision (Gu et al., 2017; Lemon, 2008; Lemon et al., 2004). 

 

5.1 Anatomie et physiologie comparative 

Les blocs élémentaires qui constituent le système moteur sont retrouvés chez tous les 

mammifères (Nudo and Masterton, 1988; ten Donkelaar, 1988). L’émergence progressive du 

tractus corticospinal (TCS) chez les mammifères a permis le développement des nouvelles 

capacités motrices propres aux primates et à l’Homme (Huisman et al., 1981). Le système 

pyramidal est dominant chez l’Homme tandis que chez la souris, c’est le système 

extrapyramidal qui est dominant et assure notamment les connections directes avec les MN 

(Lemon, 2008). Au cours de l’évolution, le changement de dominance d’un système à l’autre 

permet d’expliquer les différences comportementales. Ainsi, la proportion du néocortex et du 

TCS a nettement augmenté chez les primates et chez l’Homme (Lemon et al., 2004; Nudo and 

Masterton, 1990). Les axones du TCS sont passés d’une position dorsale dans la moelle 

épinière des souris (Uematsu et al., 1996a, b) à une position latérale chez l’Homme (Davidoff, 

1990; Huisman et al., 1981; Nathan et al., 1990) (Tableau 1). De plus, il existe des différences 

qualitatives et quantitatives dans la manière dont vont terminer les fibres du TCS dans la 

moelle épinière. Chez les souris, le TCS projette principalement vers les cornes dorsales et la 

zone intermédiaire de la moelle épinière (Kuypers, 1982; Uematsu et al., 1996a). Chez 

l’Homme, le TCS innerve plutôt la corne ventrale et également la zone intermédiaire (Bortoff 

and Strick, 1993; Kuypers, 1982; Nathan et al., 1990) (Tableau 1). Les différences 

comportementales peuvent aussi être expliquées par le type de connections entre les NCS et 

les MN. En effet, chez l’Homme, les NCS sont capables de réaliser des connexions 
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monosynaptiques avec les MN et indirectes polysynaptiques via des interneurones (Huisman 

et al., 1981; Lemon, 2008). Chez l’homme, les muscles responsables des mouvements sont 

innervés par une grande proportion de MN recevant des connexions monosynaptiques. Cela 

donne l’avantage à l’Homme d’avoir un indice de dextérité manuel très élevé (Lemon, 2008). 

Chez les rongeurs, les quelques connexions monosynaptiques existantes sont éliminées dans 

les premiers jours de la vie postnatale (Gu et al., 2017) et il ne reste que des connexions 

polysynaptiques entre les NCS et les MN (Alstermark et al., 2004). Il existe donc une forte 

corrélation entre le nombre de connections monosynaptiques et le degré de dextérité manuel, 

qui est maximal chez l’homme (Gu et al., 2017; Lemon, 2008; Lemon et al., 2004). 

Au cours de l’évolution, le néocortex s’est fortement développé et a pris une place 

importante dans le système moteur. Cela s’est notamment fait au détriment des noyaux 

moteurs du tronc cérébral comme le noyau rouge, la formation réticulée, les noyaux 

vestibulaires et les collicules supérieurs. L’exemple le plus frappant est celui du noyau rouge 

qui est vestigial chez l’homme. Le tractus rubrospinal contient un nombre très limité de fibres 

projetant vers la moelle épinière, avec une importance toute relative dans les fonctions 

motrices (Hicks and Onodera, 2012; Nathan and Smith, 1982; Onodera and Hicks, 2010). Ce 

noyau rouge sert essentiellement de relais des informations en provenance de l’olive 

inférieure du cervelet. En revanche, chez la souris, ce noyau est fortement développé et 

possède de nombreux neurones glutamatergiques qui projettent vers la moelle épinière 

(Liang et al., 2012). A titre comparatif, chez l’Homme le noyau rouge possède 10 à 15 neurones 

de projections alors que la souris en possède plus de 3000 (Liang et al., 2012; Nathan and 

Smith, 1982). 

L’unité motrice (UM) peut différer selon les espèces (Manuel et al., 2019). En termes 

de taille, les muscles de l’Homme contiennent beaucoup plus de fibres musculaires que ceux 

des souris, il faut donc plus d’UM pour les innerver. De plus, la taille de l’axone du MN qui va 

innerver les fibres est beaucoup plus important et peut atteindre le mètre chez l’Homme 

(Manuel et al., 2019). Le MN en lui-même est plus gros chez l’Homme, son arbre dendritique 

est plus imposant (Krutki et al., 2006). Cela répond notamment à la demande physiologique 

puisque les muscles de l’Homme vont développer une force plus importante (Manuel and 

Heckman, 2011). A noter également que les propriétés électrophysiologiques des MN sont 

propres à chaque espèce (Huh et al., 2017; Manuel et al., 2019). 
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Espèce 
Tractus moteurs 

dominants 

Localisation 

des fibres du 

TCS 

Nombre de 

fibres du 

TCS 

Type de 

connexion entre 

NCS et MN 

Effet d’une 

lésion du TCS 

Homme 

Tractus 

corticospinal 

latéral et ventral 

Colonnes 

latérales de 

la moelle 

épinière 

1.101.000 
Monosynaptique 

et polysynaptique 

Perte de la 

locomotion et 

dommages 

permanant de 

fonctions 

manuelles 

Rongeur 

Tractus 

rubrospinal et 

voies 

corticobulbaires 

Colonnes 

médianes de 

la moelle 

épinière 

137.000 Polysynaptique 

Pas d’effet sur 

la locomotion. 

Altération de la 

dextérité 

manuelle suivit 

d’une 

récupération 

Tableau 1 : Comparaison des systèmes moteurs de l’Homme et des rongeurs (rat et souris). 

Abréviations : MN : motoneurone ; NCS : neurones corticospinaux ; TCS : tractus corticospinal. 

 

5.2 Effets différentiels des lésions 

Le système moteur murin est beaucoup plus apte à compenser une lésion que celui de 

l’Homme, ainsi les réponses à des traumatismes du cortex ou du TCS ou de la moelle épinière 

peuvent être très différentes (Courtine et al., 2007). Chez l’Homme, une lésion de la moelle 

épinière impliquant la destruction du TCS a des effets dramatiques, délétères et irréversibles. 

Ce type de lésion induit chez l’Homme une paralysie totale ou incomplète, une parésie et une 

abolition des réflexes. En revanche, chez les rongeurs, les effets d’une telle lésion sont 

nettement moindres et les animaux sont capables de récupérer une motricité normale après 

environ un mois. Seule la motricité fine est atteinte et il n’y a pas d’altération majeure de la 

locomotion lors d’une lésion du TCS (Courtine et al., 2005; Leblond et al., 2003; Muir and 

Whishaw, 1999; Raineteau and Schwab, 2001; Starkey et al., 2005) (Tableau 1).  

Ces différences frappantes s’expliquent par les différences d’anatomie et notamment 

la proportion du TCS mais aussi par la plasticité du système moteur murin et sa capacité à 

créer des moyens de compensations relativement efficaces. Plusieurs mécanismes peuvent 

venir compenser la perte des fibres du TCS, comme la réorganisation des circuits locaux de la 

moelle épinière, la réorganisation des neurones propriospinaux et l’élaboration de nouvelles 

connections soit des fibres endommagées soit de nouvelles fibres (Raineteau and Schwab, 
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2001; Rossignol et al., 2009). Les améliorations fonctionnelles constatées chez les rongeurs 

ont été attribuées à la capacité des fibres lésées de refaire de nouvelles connexions via de 

nouveaux circuits (Courtine et al., 2008; Raineteau et al., 2002) mais aussi par la capacité du 

TCS non lésé, dans le cas de lésion unilatérale, à faire des collatérales du côté affecté de la 

moelle épinière (Cafferty and Strittmatter, 2006). Les noyaux moteurs du tronc cérébral sont 

également capables de se réorganiser, c’est notamment le cas du noyau rouge (NR) (Raineteau 

and Schwab, 2001).  

En effet, il a été montré qu’après lésion du TCS, le NR peut servir de relais entre le 

cortex et la moelle épinière. Ainsi, le cortex va émettre de nouvelles efférences vers le NR 

(Z'Graggen et al., 2000) qui ira à son tour émettre de nouvelles projections vers la moelle 

épinière pour recréer le lien entre les centres supérieurs et inférieurs (Siegel et al., 2015). Le 

noyau rouge est également capable d’envoyer de nouvelles efférences vers le noyau du raphé, 

qui est connu pour envoyer des projections sérotoninergiques vers la moelle épinière (Siegel 

et al., 2015). Une autre étude a montré que l’absence congénitale du TCS induit une plasticité 

spontanée. Les auteurs ont tiré profit du croisement des souris Celsr3/Emx1 qui leur permet 

d’inactiver spécifiquement Celsr3 dans les neurones du cortex grâce au promoteur Emx1 et 

un système Cre-Lox. Cette inactivation abolit la formation du TCS (Han et al., 2015). Les souris 

Celsr3/Emx1 sont hyperactives et présentent des déficits moteurs, notamment lors de la 

manipulation de croquettes. En s’intéressant aux différents noyaux moteurs du tronc cérébral 

(noyau rouge, formation réticulée et noyaux vestibulaires), les auteurs ont observé un nombre 

plus important de projections provenant du noyau rouge par rapport aux souris sauvages. Le 

noyau rouge est donc capable de compenser l’absence de TCS, contrairement aux autres 

noyaux moteurs, dans cette étude (Han et al., 2015). 

Le noyau rouge n’est pas le seul noyau moteur à pouvoir compenser les effets d’une 

lésion du TCS. De nombreuses autres études ont montré l’importance de la formation 

réticulée et de ses projections via le tractus réticulospinal (Ballermann and Fouad, 2006; 

Umeda et al., 2010; Wen et al., 2018). De plus, lors de lésions, les noyaux moteurs vont 

également réorganiser leurs connexions et envoyer de nouvelles projections entre eux (Siegel 

et al., 2015). Le remodelage des projections sérotoninergiques, provenant des noyaux raphé, 

est également un évènement important de la mise en place des compensations lors des 

lésions chez les rongeurs (Han et al., 2015; Murray et al., 2010). 
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Les études de lésions du TCS soulignent l’importance des différences entre les 

systèmes murin et humain dans la recherche préclinique. Elles pointent également 

l’importance du noyau rouge chez les rongeurs et sa capacité à compenser les effets de la 

perte du TCS. De plus, chez les rongeurs, les lésions du tractus rubrospinal sont beaucoup plus 

délétères que les lésions du TCS (Muir et al., 2007). 

 

6. Maladies du système moteur 

Outre les lésions des fibres participant à l’élaboration du mouvement, des accidents 

vasculaires cérébraux et des tumeurs localisées au sein du système moteur, il existe plus de 

200 maladies neuromusculaires. Ces diverses maladies peuvent atteindre les neurones 

responsables du mouvements (Maladies neurodégénératives), les nerfs (Neuropathies 

périphériques), la jonction neuromusculaire (Myasthénies) et le muscule (Myopathies et 

dystrophies). Parmi les maladies neurodégénératives, on peut distinguer trois catégories : 1) 

celles affectant uniquement les NCS. On y trouve la sclérose latérale primaire et la paraplégie 

spastique héréditaire. 2)  Celles affectant uniquement les MN. Ce groupe contient l’atrophie 

musculaire progressive et l’amyotrophie spinale. 3) Celle affectant conjointement les NCS et 

les MN. C’est la particularité de la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) (Deenen et al., 2015; 

Swash, 2012) (Figure 8). 

 

Figure 8 : Exemples de maladies du système moteur. Certaines maladies affectent les 

neurones corticospinaux (paraplégie spastique héréditaire ; sclérose latérale amyotrophique) 
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ou les motoneurones bulbaires et spinaux (amyotrophie spinale ; atrophie musculaire 

progressive). Elles peuvent être héréditaires ou sporadiques. La sclérose latérale 

amyotrophique est caractérisée par une atteinte conjointe et sélective des neurones 

corticospinaux et des motoneurones bulbaires et spinaux. 

 

6.1 Maladies affectant les neurones corticospinaux 

La dégénérescence sélective et progressive des NCS peut conduire à deux maladies 

rares qui sont la Sclérose Latérale Primaire et la Paraplégie Spastique Héréditaire (Figure 8). 

La Sclérose Latérale Primaire est une maladie sporadique qui se déclenche chez des 

patients âgés de 40 à 60 ans. Il existe également une forme juvénile liée à la mutation du gène 

Alsin (ALS2) (Panzeri et al., 2006; Yang et al., 2001). Les principaux symptômes sont le 

développement progressif d’une faiblesse musculaire et d’une spasticité, principalement dans 

les membres mais aussi au niveau du cou et de la face. Progressivement, des raideurs et de 

l’incoordination sont retrouvées, des signes typiques de l’atteinte des NCS. Des signes 

bulbaires sont retrouvés et incluent des troubles du langage et de la déglutition. Le 

développement de la sclérose latérale primaire est très lent et il semblerait qu’il n’affecte pas 

l’espérance de vie des patients (Singer et al., 2007). Le diagnostic repose sur la mise en 

évidence des signes de l’atteinte des NCS et de l’absence de signes de l’atteinte des MN, tels 

que l’atrophie musculaire et la présence de fasciculations ou de dénervations. C’est donc un 

diagnostic d’exclusion et il ne peut être certains qu’après plusieurs années d’études pour 

exclure toutes apparitions tardives d’autres signes d’une autre maladie (Gordon et al., 2009; 

Gordon et al., 2006). Le traitement est symptomatique et non pas curatif (Singer et al., 2007). 

La Paraplégie Spastique Héréditaire désigne un groupe hétérogène de maladies 

héréditaires atteignant plus de 50 gènes (Landoure et al., 2013). Il existe donc une forte 

diversité clinique et la paraplégie spastique héréditaire peut se déclencher très tôt dans 

l’enfance jusque vers 60 ans. Le point commun de tous ces cas est la présence de signes de 

l’atteinte des NCS, de faiblesses musculaires et d’une spasticité dans les membres inférieurs 

des patients. Certaines formes dites complexes, peuvent présenter d’autres signes cliniques 

comme des ataxies, des démences, des épilepsies, etc. (Fink, 2013). Les patients ayant des 

formes simples, qui ne présentent que des signes de l’atteinte des NCS, ont une espérance de 

vie normale, n’ont pas de perte de dextérité, de force ou de coordination et ne présentent pas 

de trouble du langage ou de la déglutition. L’évolution est généralement lente mais elle peut 
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être très différente selon les patients en fonction de l’âge de déclenchement et des mutations. 

Ici aussi, le traitement est uniquement symptomatique et non curatif (Fink, 2013). 

 

6.2 Maladies affectant les motoneurones 

Plusieurs maladies rares sont causées par la dégénérescence progressive des MN des 

cornes ventrales de la moelle épinière et du tronc cérébral. Cette atteinte est retrouvée dans 

les cas d’Amyotrophie Spinale et dans l’amyotrophie spinale et bulbaire ou maladie de 

Kennedy (Figure 8). 

Les Amyotrophies Spinales sont des maladies génétiques résultants de la mutation du 

gène encodant la protéine SMN. Elles sont classées en fonction de l’âge d’apparition et de la 

progression des symptômes (Brahe et al., 1995; Wirth, 2000). L’amyotrophie spinale de type I 

se déclare dès les premières semaines de la vie et provoque une grande faiblesse musculaire 

rendant le maintien de la tête et de la position assise difficile pour l’enfant. De plus, les 

patients peuvent rencontrer des difficultés de déglutition et de respiration, ce qui réduit très 

fortement leur espérance de vie, qui généralement ne dépasse pas les 2 ans (Dubowitz, 1999). 

L’amyotrophie spinale de type II commence entre 6 mois et 3 ans, par une faiblesse et une 

atrophie musculaire. Son évolution est lente et touche progressivement les muscles des 

jambes et du tronc. Les muscles de la respiration peuvent être atteints, c’est d’ailleurs ce 

point-là qui définit l’espérance de vie des patients, qui est très variable (Rudnik-Schoneborn 

et al., 2001). L’amyotrophie spinale de type III se retrouve chez des enfants entre 3 et 4 ans 

ayant un affaiblissement musculaire progressif conduisant à des troubles de la marche et de 

la station debout. Leur espérance de vie est normale car il n’y a pas d’atteinte des fonctions 

respiratoires (Rudnik-Schoneborn et al., 2001). L’amyotrophie spinale de type IV se présente 

chez l’adulte et provoque une paralysie progressive des muscles des membres inférieurs. Il 

peut y avoir une atteinte des muscles de la respiration mais généralement l’espérance de vie 

est normale. Le diagnostic de ces maladies est simple et se fait par une analyse ADN sur une 

prise de sang pour détecter la mutation du gène SMN1 (D'Amico et al., 2011). 

L’atrophie musculaire progressive est une maladie neurodégénérative sporadique rare 

atteignant les MN. Cette maladie est plus fréquente chez l’homme que chez la femme (ratio 

homme/femme 3:1) (Liewluck and Saperstein, 2015). Elle se déclenche chez l’adulte entre 60 

et 70 ans et se caractérise par une atrophie et une faiblesse musculaire accompagnées de 

fasciculations. Généralement, les faiblesses musculaires se retrouvent dans les muscles 
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distaux des membres inférieurs, avec une distribution asymétrique et une propagation de 

région en région qui se fait entre plusieurs mois et plusieurs années. Des symptômes bulbaires 

peuvent être présents mais se manifestent généralement tardivement dans la progression de 

la maladie (Kim et al., 2009). De manière intéressante, de récentes études ont montré que le 

cerveau de certains patients présentait des inclusions cytoplasmiques typiques de la sclérose 

latérale amyotrophique (SLA) et des signes de dégénérescence des NCS (Geser et al., 2011; 

Ince et al., 2003; Riku et al., 2014). Ainsi, cette maladie serait un variant phénotypique de la 

SLA avec uniquement symptômes reflétant l’atteinte des MN et surtout un meilleur pronostic 

vital malgré l’issue fatale (Juntas Morales et al., 2017). 

 

6.3 Sclérose Latérale Amyotrophique 

Parmi les maladies neurodégénératives des neurones moteurs adultes décrites 

précédemment, la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est la plus fréquente. La 

dégénérescence conjointe et sélective des NCS et des MN lui confère des caractéristiques 

propres qui rendent le pronostic particulièrement sévère (Figure 9). En effet, à partir du 

diagnostic, l’évolution est très rapide, de 2 à 5 ans, et son issue demeure fatale. L’étiologie 

reste pour l’heure encore mal comprise. 

 

Figure 9 : Les signes cliniques de la dégénérescence des NCS et des MN. La dégénérescence 

de chaque population neuronale conduit à des signes cliniques distincts. L’ensemble de ces 

signes conduisent à la paralysie progressive des muscles. (Adaptation de (Taylor et al., 2016)). 



Thibaut Burg 39 
 

CHAPITRE II : La sclérose latérale amyotrophique 

 

 

1. Aspects cliniques 

 

1.1 Historique et définitions 

Les premières descriptions cliniques remontent à la première moitié du XIXème siècle 

par plusieurs médecins comme Bell (1824), Aran (1850), Duchenne (1851) et Cruveilher (1853) 

(Wijesekera and Leigh, 2009). Chacun de ces personnages historiques a apporté des éléments 

de base à la description de la maladie qui est restée incomplète jusqu’en 1869. C’est à cette 

date que le père fondateur de la neurologie moderne, le médecin français Jean-Martin 

Charcot, donne une description complète la maladie (Charcot, 1869). Il développe et applique 

une nouvelle méthode clinico-pathologique qui lui permet de relier les symptômes observés 

aux altérations pathologiques présentes dans le cerveau, la moelle épinière et les muscles. On 

lui doit ainsi le nom descriptif de Sclérose Latérale Amyotrophique et le nom éponyme de 

maladie de Charcot (Goetz, 2000; Rowland, 2001; Wijesekera and Leigh, 2009). 

Depuis son élaboration par Charcot en 1869, la description clinique de la SLA n’a pas 

beaucoup évolué et on définit toujours la SLA comme étant une maladie neurodégénérative 

caractérisée par la perte conjointe et sélective des neurones corticospinaux (NCS) et des 

motoneurones bulbaires et spinaux (MN) conduisant à la paralysie musculaire progressive puis 

à la mort (Figure 9). D’un point de vue étymologique, « amyotrophique » renvoie à l’atrophie 

des fibres musculaires observée chez les patients. « latérale » fait référence au tractus 

corticospinal qui passe dans la partie latérale de la moelle épinière et qui dégénère donnant 

lieu à une « sclérose », c’est-à-dire un durcissement du tissu, remplacé par des glies, formant 

ainsi une cicatrice (Wijesekera and Leigh, 2009). 

 

1.2 Épidémiologie 

La SLA est classée parmi les maladies rares, pourtant elle est la maladie la plus 

fréquente du neurone moteur adulte (Worms, 2001). 
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1.2.1. Incidence et prévalence 

En France, l’incidence est de 3,19/100.000/an d’après le registre FRAlim. Cela indique 

entre 3 et 4 nouveaux diagnostics par jour, représentant en 2016 plus de 6000 patients en 

France (Couratier et al., 2016; Marin et al., 2014). 

En Europe, la prévalence est de 1,1-8,2/100.000 et l’incidence est de 2-3/100.000/an 

dans la population générale âgée de plus de 15 ans (Al-Chalabi and Hardiman, 2013; Couratier 

et al., 2016). L’incidence augmente après 40 ans pour atteindre un maximum autour de 70 

ans, puis elle se stabilise et finit par décliner rapidement après 80 ans (Logroscino et al., 2008). 

Il existe des disparités liées au genre. En effet, le ratio homme/femme varie entre 1,2 et 1,5 

(Manjaly et al., 2010). Le risque de développer une SLA au cours de sa vie est de 1/350 pour 

les hommes et de 1/400 pour les femmes (Johnston et al., 2006). Les incidences et prévalences 

seraient plus faibles dans les populations avec des ancêtres d’origines différentes que dans les 

populations européennes, où il y a plus d’ancêtres en commun (Chio et al., 2013; Cronin et al., 

2007). Cependant, la faiblesse des études dans certains pays ne nous permet pas de dire avec 

certitudes qu’il existe des différences entre les populations autour du globe (Al-Chalabi and 

Hardiman, 2013; Couratier et al., 2016). 

 

1.2.2. Répartition géographique 

La répartition géographique des patients SLA est mal caractérisée en raison du manque 

de données ou de problèmes d’uniformisation de collecte des données. Globalement, il 

n’existe pas de différence de répartition des cas de SLA. Cependant, il existe des clusters de 

patients SLA qui sont très bien définis temporellement et spatialement (Al-Chalabi and 

Hardiman, 2013; Couratier et al., 2016). Ainsi, on retrouve une incidence élevée dans les tribus 

Chamorro qui vivent sur l’île de Guam dans le pacifique (Arnold et al., 1953; Koerner, 1952). 

Ces patients présentent une forme de SLA atypique souvent couplée à des symptômes de 

Parkinson et de démence. Ces cas-là ont été corrélés avec le régime alimentaire qui présentait 

de fort taux de cyanotoxines, sans qu’aucune étude ne puisse montrer de liens de cause à 

effet (Bradley and Mash, 2009). Dans la péninsule de Kii sur l’île d’Honshu au Japon, plusieurs 

cas de SLA ont été diagnostiqués et reliés, dans ce cas-là, à une mutation par extensions 

répétitives d’hexanucléotides dans le gène C9ORF72 (Ishiura et al., 2012). Ces particularités 
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ont amené la communauté scientifique à se pencher sur les facteurs exogènes et endogènes 

comme étiologies possibles de la maladie. 

 

1.3 Étiologie 

Dans la plupart des cas, les patients SLA ne montrent pas d’historique familiale de la 

maladie et sont donc classés sous le terme de « cas sporadiques », représentant 90% des cas 

de SLA. Quand il existe des antécédents familiaux et qu’une mutation génétique est transmise, 

généralement de façon autosomique dominante, on parle de « cas familiaux ». Ces patients 

représentent 10% des cas de SLA (Andersen and Al-Chalabi, 2011). L’étiologie reste encore à 

l’heure actuelle grandement méconnue, mais il a été clairement établi que la SLA est une 

maladie multifactorielle et que des facteurs génétiques et environnementaux sont à l’origine 

de la pathologie (Al-Chalabi et al., 2016) (Figure 11). 

 

1.3.1. Facteurs génétiques 

Les cas familiaux ont permis d’identifier des mutations génétiques causant la SLA, dont 

la première en 1993 sur le gène SOD1. Depuis, plus de 25 gènes mutés associés à la SLA qui 

ont été découverts. Parmi ces mutations, on retrouve des gènes qui causent directement la 

pathologie et des gènes qui prédisposent au développement de la SLA (Tableau 2 et figure 

10)(Andersen and Al-Chalabi, 2011; Millecamps et al., 2012; Nguyen et al., 2018). 

 

Superoxyde dismutase 1 (SOD1) 

En 1993, la première mutation associée à des cas de SLA familiale est identifiée sur le 

gène codant pour la superoxyde dismutase 1 (Rosen et al., 1993). Les mutations SOD1 

représentent 15% des cas familiaux et environ 2% des cas sporadiques de SLA (Zou et al., 

2017). Ce gène code pour une enzyme homodimérique ubiquitaire, la superoxyde dismutase 

1, cytosolique à cuivre zinc. Cette enzyme joue un rôle essentiel dans l’équilibre 

oxydation/réduction car elle catalyse la réduction des anions superoxyde (espèces réactives 

de l’oxygène) en dioxygène et peroxyde d’hydrogène. Cette enzyme joue un rôle essentiel 

dans l’équilibre oxydation/réduction car elle catalyse la réduction des anions superoxyde 

(espèces réactives de l’oxygène) en dioxygène et peroxyde d’hydrogène. Plus de 170 

mutations SOD1 ont été associées à la SLA, la plupart de ces modifications génétiques sont 
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des mutations de type faux sens et affectent le site actif de l’enzyme ou sa structure. Mais on 

retrouve également des mutations par délétion ou duplication (Andersen and Al-Chalabi, 

2011). 

 

Figure 10 : Découverte des gènes associés à la SLA et implications physiopathologiques. Les 

avancées de la génétique ont permis la découverte récente de nombreux gènes associés à la 

SLA. Ces gènes se regroupent en 4 catégories physiopathologiques : mitochondrie et stress 

oxydant ; métabolisme de l’ARN et de l’ADN, homéostasie protéique et signalisation 

intracellulaire ; cytosquelette et transport intracellulaire (Adaptation de (Chia et al., 2018)). 

 

Les mécanismes par lesquelles les mutations SOD1 induisent leurs effets ne sont pas 

encore bien identifiés. Les études chez l’animal ont montré qu’il ne s’agit pas d’une perte de 

fonction mais davantage d’un gain de fonction toxique. Une des hypothèses actuelles serait 

une propagation de type prion de la protéine SOD1 mutée (Ayers et al., 2016; Grad et al., 

2017; Reaume et al., 1996). Au niveau cellulaire, les mutations SOD1 induisent un stress 

oxydatif, la formation d’agrégats, des défauts mitochondriaux, un stress du réticulum 

endoplasmique, une hyperexcitabilité et un défaut du transport axonal (Hayashi et al., 2016). 
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TAR DNA-Binding Protein-43 (TARDBP) et Fused in Sarcoma (FUS) 

Les mutations des gènes TARDBP, qui encode la protéine TDP-43, et FUS ont 

respectivement été découvertes en 2008 et 2009 et représentes entre 3 et 5% des cas 

familiaux et environ 1% des cas sporadiques pour chaque gène (Kabashi et al., 2008; 

Kwiatkowski et al., 2009; Lattante et al., 2013; Vance et al., 2009). TDP-43 et FUS sont des 

protéines nucléaires ubiquitaires de liaison à l’ADN et à l’ARN. Elles jouent des rôles 

importants dans la transcription des gènes, l’épissage des ARN et la synthèse et le transport 

des ARN messagers. Normalement nucléaires, ces protéines se retrouvent dans le cytoplasme 

des neurones et forment des agrégats toxiques (Deng et al., 2014; Dormann et al., 2010; 

Lagier-Tourenne et al., 2012; Neumann et al., 2006). 

Récemment au laboratoire, des résultats ont montré que la rétention cytoplasmique 

de la protéine FUS tronquée dans sa partie C-terminale conduit à la mort des MN, selon un 

mécanisme de gain de fonction toxique (Scekic-Zahirovic et al., 2016). 

 

Chromosome 9 Open Reading Frame 72 (C9ORF72) 

C’est seulement en 2011 que le gène C9ORF72 a été associé à la SLA pour la première 

fois, alors qu’il s’agit du gène muté le plus fréquemment rencontré dans les formes familiales, 

39% des cas, mais aussi dans les formes sporadiques, 7% des cas. Cette mutation est 

particulière par rapport aux autres car elle est le résultat d’une expansion de répétitions 

d’hexanucléotides 4G2C dans la partie non codante du gène (DeJesus-Hernandez et al., 2011; 

Majounie et al., 2012; Renton et al., 2011). La fonction physiologique de la protéine codée par 

C9ORF72 est pour l’heure encore énigmatique. Des études récentes ont montré son 

implication dans le transport d’endosomes (Farg et al., 2014), l’autophagie (Nassif et al., 2017) 

et les fonctions immunitaires et microgliales (Lall and Baloh, 2017; O'Rourke et al., 2016). Les 

mécanismes pathologiques sont tout autant débattus. Actuellement, trois hypothèses 

dominent les débats : 1) une haploinsuffisance causée par la diminution de l’expression de 

C9ORF72 due aux répétitions ; 2) une séquestration, par les ARNm du mutant C9ORF72, de 

protéine de liaison à l’ARN (telles FUS ou TDP-43), induisant un métabolisme de l’ARN 

aberrant ; 3) une perturbation de l’homéostasie des protéines due à la production de 

protéines mutées contenant des répétitions dipeptidiques, induisant un défaut de 

l’autophagie et une accumulation toxique de protéines. Il est possible que ces trois 

mécanismes coexistent et qu’ils fonctionnent en synergie à différent stade de la pathologie 
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(Ash et al., 2013; Balendra and Isaacs, 2018; Ciura et al., 2013; Mori et al., 2013a; Shi et al., 

2018; Tran et al., 2015; Walker et al., 2017). 

 

Les autres gènes 

Les quatre gènes cités précédemment (SOD1, TARDBP, FUS et C9ORF72) représentent 

plus de 60% des cas familiaux de SLA. Mais de nombreuses autres mutations sont retrouvées 

dans différents gènes, avec des fréquences très faibles (Renton et al., 2014; Volk et al., 2018). 

La liste de tous les gènes associés à la SLA est représentée dans le tableau 2. Le dernier 

gène à avoir été découvert est Kinesin family member 5 (KIF5A) en 2018 grâce à une étude 

collaborative internationale de grande envergure regroupant 250 chercheurs ayant comparés 

20 806 patients SLA à 59 804 contrôles. Ce gène code pour une protéine neuronale impliquée 

dans le transport axonal (Brenner et al., 2018; Nicolas et al., 2018). Sa fréquence et ses 

mécanismes pathologiques ne sont pour l’heure pas encore connus. 

 

Année Gène Locus Effet génétique Protéine Fonctions 

2018 KIF5A 12q13.3 AD - FR Kinesin Family Member 

5A 

Protéine associée aux microtubules 

2016 CCNF 16p13.3 AD  Homéostasie protéique 

2016 NEK1 4q33 AD -AR NIMA Related Kinase 1 Réparation de l’ADN, mitochondrie 

2016 CFAP410 

(C21ORF2) 

21q22.3 AD - FR Cilia and Flagella 

Associated Protein 410 

Réparation de l’ADN et 

cytosquelette 

2015 TBK1 12q14.2 AD - DN TANK binding Kinase 1 Voie NFKB -Signalisation 

intracellulaire 

2014 CHCHD10 22q11.23 AD Coiled-Coil-Helix-Coiled-

Coil-Helix Domain 

Containing 10 

Protéine mitochondriale 

2014 TUBA4A 2q35 AD Tubuline alpha 4a Protéine associée aux microtubules 

2014 MATR3 5q31.2 AD Matrine 3 Régulation de la transcription et 

stabilisation des ARN 

2013 HNRNPA1 12q13.13 AD – FR - DN Heterogenous nuclear 

Ribonucleoprotein A1 

Protéine de liaison à l’ARN 

2013 HNRNPA2B1 7p15.2 AD - FR Heterogenous nuclear 

Ribonucleoprotein 2B1 

Protéine de liaison à l’ARN 

2012 PFN1 17p13.2 AD Profilin 1 Régulation de la polymérisation de 

l’actine - Cytosquelette 
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2011 SQSTM1 5q35.3 AD Sequestosome 1 (P62) Signalisation intracellulaire et 

autophagie 

2011 UBQLN2 Xp11.21 AD Ubiquiline 2 Dégradation des protéines et 

autophagie 

2011 C9ORF72 9p21.2 AD Chromosome 9 Open 

Rreading Frame 72 

Régulation du trafic endosomal et 

métabolisme de l’ARN 

2010 DAO 12q24 AD D-amino acid oxydase Transmission glutamatergique 

2010 OPTN 10p13 AD - AR Optineurin Trafic membranaire 

2010 SPG11 15q14 AR Spatacsin 11 Réparation de l’ADN 

2010 VCP 9p13.3 AD - DN Vasolin containing 

protein 

Dégradation des protéines - 

Protéasome 

2010 ATXN2 12q24.12 AD - FR Ataxine 2 Régulation de la traduction 

2010 SIGMAR1 9p13.3 AD - AR Sigma Non-opioïd 

receptor 1 

Récepteur - Signalisation 

intracellulaire 

2009 FIG4 6q21 AD Polyphosphoinositde 

phosphatase 

Signalisation intracellulaire et 

transport endosomal 

2009 FUS 16p11.2 AD – AR - DN Fused in Sarcoma Protéine de liaison à l’ARN 

2008 TARDBP 1p36.22 AD – AR - DN TAR DNA Binding Protein 

43 

Protéine de liaison à l’ARN 

2006 CHMP2B 3p11.2 AD Charged Multivesicular 

Body Protein 2B 

Trafic endosomal et autophagie 

2006 ANG 14q11.2 FR Angiogénine Ribonucléase 

2004 VAPB 20q13.32 AD VAMP Associated 

Protein B 

Trafic vésiculaire 

2004 SETX 9q34.13 AD Senataxine Hélicase ADN/ARN 

2003 DCTN1 2p13.1 AD - FR Dynactine 1 Trafic intracellulaire - Microtubules 

2003 Inconnu 20p13 AD Inconnu Inconnu 

2002 Inconnu 18q21 AD Inconnu Inconnu 

2001 ALSIN 2q33.1 AR Alsin Trafic endosomal 

1994 NEFH 22q12 AD - FR Neurofilament Heavy Cytosquelette et Transport axonal 

1993 SOD1 21q22.1 AR – AD - DN Superoxyde Dismutase 1 Stress oxydatif 

 

Tableau 2 : Principaux gènes découverts associés à la SLA. Abréviations : AD : autosomal 

dominant ; AR : autosomal récessif ; DN : de novo ; FR : facteur de risque. 
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1.3.2. Facteurs environnementaux 

L’exposition à l’environnement semble être faiblement impliquée dans les causes de 

la maladie, elle serait plutôt cumulative au fil du temps (Figure 11). Aucune étude solide n’a 

pu prouver qu’il existe un facteur déclenchant de la maladie. L’exposome de chaque patient 

étant infini en temps et en espace, les études sur les facteurs environnementaux restent très 

difficiles à mettre en place. Jusqu’à présent, la recherche s’est effectuée de manière arbitraire 

mais cela a permis de dégager une liste de facteurs impliqués, de près ou de loin, dans le 

développement de la SLA (Al-Chalabi and Hardiman, 2013; Couratier et al., 2016; Eisen et al., 

2014). 

Plusieurs études se sont intéressées à divers métaux lourds (plomb, arsenic, sélénium, 

manganèse etc.), en raison des taux élevés retrouvés dans le sang ou le liquide céphalo-

rachidien des patients (Gresham et al., 1986; Sutedja et al., 2009). Un risque significativement 

accru de développer la SLA chez les hommes suite à l’exposition à des produits chimiques et 

des pesticides a été démontré par une étude récente (Malek et al., 2012). Certaines 

neurotoxines produites par des bactéries ont été clairement identifiées dans certains cas 

précis de SLA (Bradley and Mash, 2009) et la mise en cause de virus a aussi été envisagée 

lorsque l’on a retrouvé des transcrits et loci actifs d’origine virale chez certains patients 

(Celeste and Miller, 2018; Douville et al., 2011; Oluwole et al., 2007). 

 

1.3.2. Autres facteurs de risques 

La SLA étant une maladie du système moteur adulte, le facteur de risque le mieux 

définit est l’âge puisque le risque de développer une SLA augmente avec l’âge et atteint un pic 

à 70 ans (Logroscino et al., 2015). L’observation et le questionnement des patients SLA ont 

suggéré que le mode de vie pourrait inclure de nombreux des facteurs de risque. En effet, les 

patients SLA sont souvent sportifs et minces et des études ont montré que l’activité physique 

et un faible indice de masse corporelle étaient des facteurs de risques (Huisman et al., 2013; 

O'Reilly et al., 2013; Scarmeas et al., 2002). De plus, une incidence beaucoup plus élevée a été 

constatée chez les joueurs de football professionnels italiens de Série A, B et C (Beretta et al., 

2003). Mais dans ce cas-là, d’autres facteurs peuvent être confondus comme la prise de 

drogues, les pesticides ou encore les engrais utilisés sur les terrains etc. Les habitudes 

alimentaires des patients sont aussi suspectées, comme le montre la corrélation inverse entre 

un régime à forte teneur en antioxydant ou l’utilisation de vitamine E et un risque plus faible 
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de développer la SLA. D’autres études ont montré le rôle bénéfique des acides gras 

polyinsaturés (Fitzgerald et al., 2014; Pupillo et al., 2014a). Comme dans d’autres pathologies, 

le tabagisme aurait un effet sur le risque de développer la SLA, surtout chez les femmes. 

Cependant, plusieurs études se contredisent sur le rôle potentiellement positif ou négatif du 

tabac (Alonso et al., 2010; Armon, 2009; Fang et al., 2006). 

 

1.3.3. Interactions des facteurs 

La SLA est une maladie complexe pouvant avoir une composante monogénique avec 

des variants rares possédant une grande pénétrance, une composante oligogénique avec des 

variants rares ayant une pénétrance intermédiaire, une composante multifactorielle avec des 

facteurs de risques communs et une interaction forte avec l’environnement et le temps. Pour 

essayer de comprendre les interactions qui régissent le déclenchement et la progression de la 

SLA, la figure 11 reprend le modèle Gène-Temps-Environnement (GTE) (Al-Chalabi and 

Hardiman, 2013). Ce modèle propose différents scénarios pouvant mener au déclenchement 

de la SLA en fonction de différentes interactions entre les gènes, les facteurs 

environnementaux et le temps. 



Thibaut Burg 48 
 

 

Figure 11 : Le modèle Gène-Temps-Environnement (GTE). A) Un seuil de déclenchement de 

la maladie peut être déterminé par des facteurs génétiques (G), l’exposition aux facteurs 

environnementaux (E) et les dégâts cellulaires causés au cours du temps (T). Si l’individu 

dépasse ce seuil, alors la maladie se déclenche. B) a. Une mutation monogénique très 

pénétrante ayant un lourd impact avec une exposition à des facteurs environnementaux et un 

effet du temps. b. Plusieurs mutations se cumulant avec une exposition à des facteurs 

environnementaux et l’effet du temps. c. Une combinaison spécifique de mutations 

génétiques et de facteurs environnementaux déclenche la maladie (Adaptation de (Al Chalabi 

et al., 2013)). 
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1.4 Hétérogénéité des signes cliniques 

La SLA est une maladie complexe, multifactorielle, aux représentations phénotypiques 

très hétérogènes. Pour ces raisons, la SLA est parfois qualifiée de syndrome, c’est à dire un 

ensemble de symptômes fréquemment associés, plutôt que de maladie (Robberecht and 

Philips, 2013).  

 

1.4.1. Diversité des symptômes 

Les symptômes liés à la dégénérescence des NCS sont une augmentation du tonus 

musculaire, de la spasticité et de l’hyperréflexie. L’atteinte des MN conduit quant à elle à des 

symptômes tels que les crampes et fasciculations, l’atrophie et la faiblesse musculaire, ainsi 

que la dysphasie (troubles du langage et de l’élocution) et la dysarthrie (troubles de 

l’articulation, de la mastication et de la déglutition) (Figure 9). Mais d’autres signes cliniques 

fréquents vont bien au-delà de cette définition initiale.  

Une grande partie des patients SLA présentent des altérations du métabolisme 

énergétique (Dupuis et al., 2011; Vandoorne et al., 2018). En effet, les patients ont 

généralement un indice de masse corporelle (IMC) normal ou inférieur à la moyenne (O'Reilly 

et al., 2013). De plus, une forte corrélation négative existe puisque plus l’IMC est faible, plus 

la vitesse de progression de la maladie est élevée. Les patients perdent également du poids 

au cours de la maladie et cette perte est corrélée positivement à la sévérité (Park et al., 2015) 

et la progression de la pathologie (Desport et al., 1999; Dupuis et al., 2011). Des analyses 

rétrospectives suggèrent que des années avant l’apparition de la maladie, les patients 

subiraient une importante perte de poids (Peter et al., 2017). Environ 50 à 60% des patients 

présentent des défauts dans la balance énergétique. Ils consomment plus d’énergie au repos, 

ils sont hypermétaboliques (Bouteloup et al., 2009; Desport et al., 2001; Dupuis et al., 2011; 

Funalot et al., 2009; Vaisman et al., 2009). On note que 50% des patients ont une 

hyperlipidémie (Dedic et al., 2012; Dupuis et al., 2008) et une intolérance au glucose avec ou 

sans résistance au glucose (Dupuis et al., 2011; Pradat et al., 2010). 

On peut également retrouver de nombreux troubles cognitifs, émotionnels et 

dépressifs (Jelsone-Swain et al., 2012; Rabkin et al., 2015). 50% des patients SLA présentent 

des troubles cognitifs et comportementaux associés à des changements dans les lobes 

frontotemporaux et une dégénérescence neuronale corticale. De plus, 15% des patients SLA 
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développent au fil du temps une démence frontotemporale (DFT) et inversement (Al-Chalabi 

et al., 2016; Ling et al., 2013; Phukan et al., 2012). La DFT est une maladie neurodégénérative 

conduisant à une perte neuronale dans les lobes frontotemporaux induisant des changements 

comportementaux, des troubles de la personnalité et des atteintes du langage (Van 

Langenhove et al., 2012). Il est maintenant bien établi qu’il existe un continuum entre la SLA 

et la DFT dont chacune des formes pures, respectivement sans symptômes cognitifs et sans 

symptômes moteurs, représentent des extrêmes. Le pronostic des patients avec de faibles 

troubles cognitifs est semblable aux patients SLA classiques. En revanche, les patients SLA 

développant une DFT ont un pronostic plus défavorable (Swinnen and Robberecht, 2014). 

 

 

Figure 12 : Les différents sites d’apparition de la SLA. La SLA peut se déclencher dans trois 

zones différentes du corps. Lorsque le déclenchement a lieu dans les membres supérieurs ou 

inférieurs, on parle de forme spinale. Dans les formes bulbaires, ce sont les motoneurones 

bulbaires qui sont touchés en premier. Enfin, dans la forme respiratoire, les muscles 

thoraciques sont affectés les premiers. La sévérité du pronostic vital est dépendante du site 

d’apparition de la maladie. La forme respiratoire ayant le moins bon pronostic. 
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1.4.2. Différents sites d’apparition 

Dans environ 75% des cas, la maladie débute dans un membre supérieur ou inférieur, 

de manière asymétrique, commençant plus souvent dans la partie distale plutôt que 

proximale d’un membre. On parle alors de forme spinale de la SLA qui est connue pour avoir 

la progression la moins sévère (Chio et al., 2011; Swinnen and Robberecht, 2014). Dans la 

forme bulbaire, qui concerne 20% des cas, le pronostic vital est lui plus engagé car les 

symptômes démarrent au niveau des muscles de la face, du pharynx, du larynx et de la langue, 

conduisant à des problèmes de déglutition et de respiration. (Turner et al., 2010b). Enfin, la 

forme respiratoire est présentée comme la plus sévère et concerne environ 5% des cas. Elle 

conduit à de grandes difficultés respiratoires entrainant le décès rapide des patients  

(Shoesmith et al., 2007). Il existe donc une corrélation entre le site d’apparition, la progression 

et la durée de la maladie chez les patients SLA (Robberecht and Philips, 2013; Swinnen and 

Robberecht, 2014) (Figure 12). 

 

1.4.3. Différents âges de déclenchement 

La moyenne d’âge d’apparition de la SLA se situe entre 50 et 60 ans. Cependant, des 

SLA ont déjà été déclarées chez des patients de moins 20 ans et de plus de 80 ans. On définit 

la SLA comme étant juvénile lorsque les premiers symptômes apparaissent avant l’âge de 25 

ans. Ces formes juvéniles sont causées par des mutations spécifiques dans les gènes FUS, ALS2 

et SETX. Généralement, ces patients ont une évolution plus lente (Pupillo et al., 2014b; 

Sabatelli et al., 2008). Quand la maladie se déclare entre 20 et 40 ans, les patients ont une 

probabilité plus forte de développer une forme affectant de manière prédominante les NCS, 

ils auront également moins de chance de développer une forme bulbaire (Sabatelli et al., 

2008; Swinnen and Robberecht, 2014). Au contraire, quand la maladie se déclare après 80 ans, 

la progression est plus rapide et les patients développent généralement une forme bulbaire, 

et les signes cliniques de l’altération des NCS sont moindres (Forbes et al., 2004; Zoccolella et 

al., 2008). Il existe donc une corrélation entre l’âge d’apparition et la durée de la maladie 

(Eisen et al., 1993; Pupillo et al., 2014b; Swinnen and Robberecht, 2014). 
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Tableau 3 : Le diagnostic de la SLA selon les critères d’El Escorial et ses révisions. 

Abréviations : MN : motoneurones ; NCS : neurones corticospinaux. 
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1.5 Diagnostic et méthodes d’évaluation 

L’hétérogénéité clinique que présente les patients, la variabilité de la vitesse de 

progression et le fait que plusieurs autres maladies du motoneurone peuvent être confondues 

avec la SLA, rendent le diagnostic difficile à poser. Il n’existe à l’heure actuelle aucun test 

diagnostic définitif de la SLA. Pour l’instant le diagnostic reste différentiel et peut demander 

plus d’un an pour être clairement établi, afin de prendre en compte le caractère évolutif de la 

maladie (Paganoni et al., 2014; van Es et al., 2017). 

 

1.5.1. Les critères de diagnostic 

Une SLA est diagnostiquée quand sont observés simultanément les signes de 

dégénérescence des NCS et des MN, qu’il y a une progression des atteintes tout en ayant exclu 

les autres maladies pouvant correspondre aux symptômes observés (van Es et al., 2017). 

L’approche la plus fréquemment utilisée pour établir le diagnostic de la SLA est l’utilisation 

des critères d’El Escorial, basés sur une évaluation clinique (Brooks, 1994; Brooks et al., 2000; 

Ludolph et al., 2015), et des critères d’Awaji qui rajoutent une composante 

neurophysiologique au diagnostic (Carvalho and Swash, 2009; de Carvalho et al., 2008; 

Geevasinga et al., 2016c). Ces critères reconnaissent quatre régions ou segments affectés par 

la SLA : bulbaire, cervical, thoracique et lombosacré. Les patients sont ensuite classés dans 

quatre catégories selon le degré de certitude du diagnostic. Le diagnostic SLA peut alors être 

possible, probable avec confirmation en laboratoire, probable ou certain (Tableau 3). 

 

1.5.2. Méthodes d’évaluation 

L’établissement du diagnostic souffre d’un terrible manque de biomarqueur sensible 

et spécifique (Turner and Benatar, 2015; Turner et al., 2009). Les méthodes d’évaluation 

restent pour l’heure basées sur l’utilisation de l’électrophysiologie, de la neuroimagerie, de 

biopsies musculaires et bien évidemment, pour les cas familiaux, de génotypage. 

La neuro-imagerie permet d’exclure d’autres maladies et de rechercher des signes 

typiques de l’atteinte des NCS et des MN d’un point de vue structurel et fonctionnel (Pradat 

and El Mendili, 2014; Verstraete et al., 2012). Les atteintes cognitives peuvent être reliées aux 

atrophies des lobes frontaux et temporaux par de l’imagerie cérébrale dans le cas où les 

patients SLA développent une DFT  (Agosta et al., 2010; Mezzapesa et al., 2013; Verstraete et 
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al., 2012). La technique de stimulation magnétique transcrânienne (SMT) permet, de manière 

non-invasive, de tester le fonctionnement des NCS chez l’homme (Menon et al., 2015; Vucic 

and Rutkove, 2018). 

Les symptômes liés à la dégénérescence des MN peuvent être confirmés par des 

analyses en électromyographie (EMG) (Daube, 2000; Joyce and Carter, 2013; Vucic and 

Rutkove, 2018). L’EMG de détection permet d’évaluer l’activité électrique des MN et des 

muscles et ainsi de renseigner leur état fonctionnel et d’innervation. Cette technique détecte 

les fibrillations et les fasciculations musculaires traduisant la dénervation et la 

dégénérescence des MN (de Carvalho et al., 2008; Joyce and Carter, 2013; Krarup, 2011). 

L’EMG de stimulodétection permet d’évaluer la conduction nerveuse et donc l’état des nerfs. 

Ce paramètre est important car il permet d’exclure les maladies neuropathiques qui affectent 

les nerfs sensoriels (de Carvalho et al., 2008; de Carvalho and Swash, 2000; Mills and Nithi, 

1998; Pugdahl et al., 2008). 

Dans le but de confirmer le diagnostic SLA et d’exclure d’autres maladies affectant le 

muscle, une biopsie musculaire peut être pratiquée sur les patients. L’examen histologique de 

la biopsie pourra alors permettre l’identification de signes d’atrophie, de dénervation et de 

nécrose de fibres musculaires (Jokela et al., 2016). Plusieurs prélèvements sanguins et du 

liquide céphalorachidien peuvent permettre la détection de changements de concentration 

de certaines molécules, pouvant faire suspecter une SLA mais ne faisant pas office de 

biomarqueurs spécifiques et sensibles de la maladie. Ces prélèvements permettent également 

de faire des tests génétiques pour éventuellement mettre en lumière une mutation génétique 

impliquée dans la SLA et ainsi confirmer le diagnostic (Vajda et al., 2017). 

 

1.5.3. Évaluation de la progression de la SLA 

Bien que la progression de la maladie soit très hétérogène, il est important de pouvoir 

la prédire et l’évaluer afin d’adapter la prise en charge des patients et éventuellement leur 

inclusion possible dans des essais cliniques. 

Pour évaluer l’état du patient, il existe une échelle, appelée score ALSFRS pour 

Amyotrophic Lateral Sclerosis Functionnal Rating Scale, qui mesure ses capacités physiques. 

C’est un questionnaire que le patient réalise en autonomie et a pour but d’analyser quatre 

catégories : les mouvements fins, les mouvements grossiers, les troubles bulbaires et les 

capacités respiratoires. A chaque question, cinq réponses sont possibles. 0 correspond à 
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l’impossibilité de réaliser la tâche demandée et 4 correspond au fonctionnement normal. Les 

points de l’ensemble des questions sont totalisés et donnent alors le score ALSFRS 

(Cedarbaum and Stambler, 1997; Cedarbaum et al., 1999). La réduction des capacités 

physiques et donc la diminution du score ALSFRS ainsi que la vitesse du déclin sont utilisés 

comme marqueurs de la sévérité de la maladie et de sa progression. La vitesse du déclin du 

score est connue pour être un bon indicateur pronostic (Elamin et al., 2015; Kaufmann et al., 

2005; Kimura et al., 2006; Labra et al., 2016). 

Plusieurs signes cliniques peuvent être de bons indicateurs de la progression de la 

maladie. Il existe une forte corrélation entre l’âge d’apparition de la maladie et la survie des 

patients. En effet, plusieurs études ont montré que plus la SLA survient tardivement, plus la 

survie est faible (Moura et al., 2015; Norris et al., 1993; Santos et al., 2018; Tanaka et al., 

2012). Les formes bulbaires ont généralement un moins bon pronostic que les formes spinales 

de la SLA (del Aguila et al., 2003; Moura et al., 2015). Généralement, la cause finale de la mort 

des patients est l’arrêt respiratoire. Ainsi, le statut respiratoire des patients joue un rôle 

essentiel dans l’évaluation du pronostic vital (Bourke et al., 2006; de Carvalho et al., 1996; 

Gautier et al., 2010; Shoesmith et al., 2007). Compte tenu des troubles métaboliques observés 

chez les patients SLA, il a été montré qu’un indice de masse corporel (IMC) inférieur à 25kg/m2 

est indicateur d’un mauvais pronostic (Desport et al., 2001; Moura et al., 2015; Peter et al., 

2017; Shimizu et al., 2012). 

 

2. Modélisation de la SLA 

Un modèle est une préparation expérimentale simplifiée présentant des similitudes à 

un processus biologique qu’on ne peut pas directement étudier chez l’Homme mais que l’on 

peut étudier dans des conditions contrôlées en laboratoire. Pour comprendre la pathologie 

de la SLA, trouver son étiologie et développer de nouvelles thérapies, il est important d’avoir 

accès à de bons modèles, qu’ils soient animaux, cellulaires ou bio-informatiques.  

 

2.1 Modèles murins Sod1 

La découverte de 11 mutations sur le gène codant pour l’enzyme SOD1 chez 13 cas de 

SLA familiales en 1993 (Rosen et al., 1993) a été le point de départ de la création des modèles 

animaux murins de la SLA (Turner and Talbot, 2008). Un an après cette découverte, la 
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première lignée murine transgénique modélisant la pathologie fut créée, ce sont les souris 

SOD1G93A (Gurney et al., 1994). Actuellement, il existe plus d’une dizaine de modèles murins 

se basant sur des mutations du gène Sod1 (Philips and Rothstein, 2015).  

Les mécanismes des effets causés par les mutations dans le gène Sod1 sont encore 

débattus. Cependant, l’hypothèse prédominante est qu’une mutation Sod1 induit un gain de 

fonction toxique. En effet, le Knock-Out (KO) Sod1 n’a pas de phénotype moteur mais 

représenterait plutôt un modèle de stress oxydatif (Reaume et al., 1996). Ces souris 

présentent une réduction de 30% de leur espérance de vie, une atrophie musculaire avec une 

faiblesse et une dénervation (Fischer et al., 2012; Flood et al., 1999; Muller et al., 2006). En 

revanche aucune perte des NCS et des MN n’a pu être constatée. L’hypothèse d’une perte de 

fonction n’est donc pas valable, même s’il semble y avoir une petite contribution (Shefner et 

al., 1999). Il apparait clair que les mutations Sod1 ne causent pas de perte d’activité et même 

que certaines ont une augmentation de leur activité (Borchelt et al., 1994). Les mécanismes 

pathologiques passeraient donc par un gain de fonction toxique (Joyce et al., 2011; Philips and 

Rothstein, 2015).  

 

Mutation Promoteur 

Taux de 

sur- 

expression 

Activité 

enzymatique 

Début de 

la 

maladie 

(mois) 

Survie 

(mois) 

Perte 

des 

NCS 

Perte 

des 

MN 

Référence 

G93A 
Sod1 

Humain 
17 13 3 4 OUI OUI 

Gurney et 

al., 1994 

G37R 
Sod1 

Humain 
4 – 12 5 – 14  3,5 – 6  7 OUI NE 

Wong et 

al., 1995 

G85R 
Sod1 

Humain 
0.2 – 1 0 8 8,5 OUI NE 

Brujin et 

al., 1997 

G86R Sod1 Murin 
Faible à 

élevé 
0 3 – 4  4 OUI OUI 

Ripps et 

al., 1995 

 

Tableau 4 : Principaux modèles murins SOD1. MN : motoneurones ; NCS : neurones 

corticospinaux. 

 

La plupart de modèles Sod1 surexpriment un mutant de l’enzyme. Cela comprend des 

mutations faux-sens ou des versions tronquées de la protéine. Parmi les lignées transgéniques 

Sod1 les plus utilisées, certaines surexpriment le gène humain muté sous le contrôle du 
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promoteur SOD1 humain avec tous ses éléments régulateurs, à des taux similaires (Lignée 

SOD1G85R) (Bruijn et al., 1997) ou à des niveaux très élevés (Lignée SOD1G93A ; SOD1G37R) 

(Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995) comparé aux niveaux endogènes du gène murin. Ces 

modèles ont une forte augmentation de l’activité dismutase de l’enzyme. Au contraire, les 

souris Sod1G86R surexpriment une forme murine inactive de la Sod1 sous contrôle du 

promoteur endogène murin (Ripps et al., 1995) (Figure 13). Chaque lignée diffère dans le 

déclenchement, les signes cliniques, la vitesse de progression de la maladie et la durée de vie 

(Tableau 4). Ils partagent généralement une perte de poids présymptomatique, une perte 

conjointe des NCS et des MN, une dénervation massive engendrant une paralysie progressive, 

et des agrégats protéiques neuronaux (Philips and Rothstein, 2015). Bien souvent, la 

surexpression à de hauts niveaux induit une accélération et une aggravation du phénotype. 

L’une des limites de ces modèles est le développement d’artéfacts de transgénèse. La simple 

surexpression du gène humain WT de la Sod1 chez la souris n’induit pas non plus de phénotype 

moteur. Cependant, cette surexpression engendre une axonopathie, une vacuolisation des 

cellules de la moelle épinière et une perte des MN (Dal Canto and Gurney, 1995; Graffmo et 

al., 2013; Jaarsma et al., 2000).  

Le modèle SOD1G93A, le premier créé, reste toujours le plus utilisé à ce jour (Gurney et 

al., 1994). Ces souris développent rapidement une neurodégénérescence qui se traduit par 

des tremblements et une faiblesse musculaire dès l’âge de 3 mois. S’en suit une paralysie 

progressive et une mort entre 4 et 5 mois. Les travaux de cette thèse portent sur un autre 

modèle murin, les souris Sod1G86R (Ripps et al., 1995). Ce choix s’explique par plusieurs raisons 

scientifiques : 1) les souris Sod1G86R portent un nombre élevé de copie du gène Sod1 murin 

muté en position 86 (remplacement d’une Glycine par une Arginine), qui mime la mutation 

retrouvée chez le patient en position 85. Surexprimer un gène murin permet de s’affranchir 

de la toxicité de la surexpression d’un gène humain qui est retrouvé chez les souris SOD1G93A ; 

2) la mutation G86R abolit l’activité enzymatique de la protéine SOD1 et permet de 

s’affranchir de la toxicité qu’elle engendre, comme cela a été démontré par la surexpression 

de la forme sauvage du gène SOD1 ; 3) les souris Sod1G86R permettent l’utilisation de souris 

sauvages en contrôle unique tandis que pour les souris SOD1G93A, il faut utiliser des contrôles 

sauvages plus des contrôles surexprimant, à des taux similaires, la forme non mutée de la 

protéine humaine. 
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Figure 13 : Le modèle murin Sod1G86R récapitule la perte des neurones corticospinaux (NCS) 

et des motoneurones (MN). A) La perte de poids précède les symptômes moteurs chez les 

souris Sod1G86R. B, D) Le marquage rétrograde des NCS à partir des segments lombaires de la 

moelle épinière permet de mettre en évidence une perte précoce des NCS, dès 60 jours. C, E) 

Le comptage des MN spinaux montre que leur dégénérescence est un processus tardif, 

intervenant à 105 jours. C, F) L’étude du nerf sciatique indique une dégénérescence 

Wallérienne des axones myélinisés. La quantification de l’innervation des fibres musculaires 

et de l’atrophie du tibialis antérieur indique que ces altérations interviennent à 90 jours et 

précèdent la perte des MN. (Résultats tirés de : (Dupuis et al., 2000, 2004; Marques et al., 

2019)). 

 

Chez les souris Sod1G86R, le premier symptôme annonciateur du début de la maladie 

est la perte de poids, débutant à 75 jours (Dupuis et al., 2004). Les premiers symptômes 
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moteurs sont visibles entre 80 et 90 jours, cela se traduit par une altération du réflexe 

d’extension des pattes lorsque la souris est tenue par la queue dans le vide. A 90 jours, c’est 

le début de la dénervation visible en électromyogramme, il n’y a pas encore de perte des MN. 

La progression de la maladie est ensuite très rapide. La paralysie débute généralement dans 

les membres postérieurs à partir de 95 jours et la mort des animaux se situe entre 105 et 120 

jours (Dupuis et al., 2000; Halter et al., 2010; Ripps et al., 1995). La mort des NCS récemment 

démontrée au laboratoire est un phénomène qui intervient très tôt dans le développement 

de la maladie puisque les premiers NCS meurent à des stades présymptomatiques à 60 jours 

(Marques et al., 2019b). Ce modèle se caractérise également par une forte altération du 

métabolisme énergétique (Dupuis et al., 2003; Henriques et al., 2015; Palamiuc et al., 2015), 

ainsi qu’une forte réaction astrocytaire et microgliale (El Oussini et al., 2016; Morrison et al., 

1998) (Figure 13). 

 

2.2 Autres modèles murins 

Bien que les modèles Sod1 récapitulent les principales altérations retrouvées chez les 

patients, ils ne peuvent pas représenter l’ensemble des patients SLA. Avec les dernières 

découvertes en génétique, de nouveaux modèles ont été créés. Il existe maintenant plus de 

30 lignées avec des mutations dans le gène FUS ou TARDPB et d’autres mutations ont aussi 

été modélisées comme UBQLN2, VAPB, VCP et récemment C9ORF72 (De Giorgio et al., 2019). 

 

2.2.1. Modèles FUS et TDP-43/TARDBP 

La découverte que la majorité des patients SLA ont des inclusions TDP-43 aussi bien 

dans les formes familiales que les formes sporadiques et la découverte de mutations de gènes 

impliqués dans le métabolisme de l’ARN comme TARDBP et FUS ont suscité beaucoup 

d’intérêt (Lagier-Tourenne et al., 2010; Lutz, 2018; Neumann et al., 2006). Les modèles knock-

out (KO) de ces deux protéines de liaison à l’ARN ont permis de fournir de précieuses 

informations sur les mécanismes de perte de fonction. En effet, chez les patients SLA, ces deux 

protéines normalement nucléaires se retrouvent dans le cytoplasme. Le KO homozygote de 

TDP-43 n’est pas viable. En revanche, l’hétérozygote est viable et développe des troubles 

moteurs tardifs et légers (Kraemer et al., 2010). Le KO conditionnel montre une 

dégénérescence des MN à l’âge adulte. La perte de fonction de TDP-43 est donc capable 
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d’induire une neurodégénérescence mais ne suffit pas à provoquer une SLA (Kraemer et al., 

2010). Le KO de FUS conduit à une mort périnatale des souris homozygotes (Hicks et al., 2000). 

Dans un autre KO, viable grâce à l’introduction d’un fond génétique mixte, les souris 

présentent une perte de poids mais pas de phénotype moteur (Kino et al., 2015). La perte de 

FUS n’induit donc pas de pathologie SLA. De nombreuses lignées transgéniques ont été 

générées et surexpriment les protéines humaines sauvages ou mutées sous différents 

promoteurs. La surexpression de la forme humaine sauvage de TDP-43 induit des phénotypes 

moteurs sévères et précoces, avec une perte des MN, des agrégats protéiques, une perte de 

poids et une espérance de vie fortement réduite selon les modèles (Stallings et al., 2010; Wils 

et al., 2010; Xu et al., 2010). Pour FUS, la surexpression de sa forme humaine sauvage, entraine 

un phénotype tout aussi sévère, voir plus que l’expression des formes mutées (Mitchell et al., 

2013; Sephton et al., 2014). Ces modèles nous montrent que les niveaux de surexpression 

jouent un rôle important dans le développement de la pathologie et qu’il est important d’en 

tenir compte. Cela vient des mécanismes de boucles d’autorégulation que ces protéines 

mettent en place pour contrôler leurs propres expressions. Ces taux d’expression peuvent 

rapidement atteindre des niveaux toxiques (De Giorgio et al., 2019). La surexpression des 

mutants de TDP-43 induit des phénotypes sévères et létaux, avec certains artéfacts de 

transgenèse pour quelques modèles. En revanche, chez les mutants avec des taux 

d’expression proche des niveaux endogènes, le développement du phénotype moteur reste 

modeste, avec une perte des MN, une dénervation mais pas de paralysie ni de réduction de 

l’espérance de vie (Arnold et al., 2013; Janssens et al., 2013; Mitchell et al., 2015; Swarup et 

al., 2011). La surexpression des mutants de FUS est très toxique et donne lieu à des 

phénotypes sévères (Qiu et al., 2014; Sephton et al., 2014; Shelkovnikova et al., 2013). Le 

développement d’animaux Knock-In (KI) permet de s’affranchir de la toxicité liée à la 

surexpression. Ces animaux développent progressivement une neurodégénérescence avec un 

phénotype moteur modeste, sans paralysie létale (Devoy et al., 2017; Scekic-Zahirovic et al., 

2017; Scekic-Zahirovic et al., 2016). 

 

2.2.2. Modèles C9ORF72 et autres gènes 

D’autres gènes, moins fréquemment mutés dans la SLA, ont été utilisés pour modéliser 

la pathologie. C’est le cas par exemple : CHCHD10, KIF5A, PFN1, OPTN, TBK1, UBQLN2, VAPB, 

ou encore de VCP, parmi d’autres. Il est intéressant de préciser que des phénotypes de 
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paralysie progressive avec une perte des MN se retrouvent seulement dans les modèles de 

souris transgéniques UBQLN2 (Le et al., 2016) et PFN1 (Fil et al., 2017; Yang et al., 2016). La 

découverte que la mutation C9ORF72 est présente chez approximativement 40% des cas 

familiaux de SLA a suscité beaucoup d’intérêt au sein de la communauté scientifique. Le KO 

du gène C9ORF72 ne développe pas de neurodégénérescence. En revanche, il présente une 

splénomégalie et une lymphadénopathie, avec des atteintes des cellules du système 

immunitaire (Atanasio et al., 2016; Burberry et al., 2016; Koppers et al., 2015; O'Rourke et al., 

2016). Plusieurs groupes ont ensuite générés des mutants récapitulant les répétitions de CAG 

dans des chromosomes bactériens artificiels (Chew et al., 2015; Jiang et al., 2016; Liu et al., 

2016; O'Rourke et al., 2016; Peters et al., 2015). Il existe plusieurs différences entre ces 

modèles et la pénétrance est incomplète. Certains arrivent à développer des aspects de la 

pathologie comme la perte de neurones corticaux et spinaux induisant des déficits moteurs et 

une paralysie progressive (Batra and Lee, 2017). 

 

Malgré les avancés de la manipulation du génome, la création de modèles murins 

repose encore beaucoup sur la surexpression de gènes mutés pour obtenir un phénotype 

suffisamment marqué durant la vie des animaux (Lutz, 2018). Mais le développement de 

techniques comme CRISPR/Cas9 va permettre de créer dans les années à venir de meilleurs 

modèles animaux. Aucun modèle murin n’est parfait, mais la collecte d’informations 

provenant de différents modèles nous permettra de mieux comprendre la maladie. 

 

2.3 Modèles cellulaires 

La SLA étant une maladie multicellulaire, plusieurs des types cellulaires affectés 

peuvent être cultivés et servir de modèles simplifiés (Veyrat-Durebex et al., 2014). 

 

2.3.1. Lignées cellulaires et cultures primaires 

Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées pour leur ressemblance aux MN. C’est 

notamment le cas de la lignée SH-SY5Y, pour lesquelles les auteurs ont surexprimé le gène 

muté SOD1 (Jaiswal et al., 2009), des cellules PC12, utilisées pour étudier les agrégats SOD1 

(Matsumoto et al., 2005) et les cellules NSC-34 qui sont capables de former des synapses 

cholinergiques en co-culture avec des myotubes. Cette dernière est considérée comme étant 
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la lignée la plus stable et la plus physiologique, elle reste par conséquent la plus utilisée 

(Barber et al., 2009; Prause et al., 2013). Des cultures primaires de neurones corticaux 

embryonnaires et de MN spinaux ont également étaient développées pour contrecarrer les 

artéfacts des lignées immortalisées (Boutahar et al., 2011; Caioli et al., 2011; Majumder et al., 

2012). Pour les cellules gliales, des lignées cellulaires telles que U87MG ont été utilisées 

(Caragounis et al., 2010), mais ce sont surtout les cultures primaires qui ont été étudiées pour 

comprendre la neuroinflammation et les interactions avec les neurones (Gandelman et al., 

2010; Hensley et al., 2006; Sargsyan et al., 2009). Enfin, des cultures de cellules musculaires 

ont été obtenues suite à des biopsies chez des patients SLA, notamment dans le but de trouver 

de nouveaux biomarqueurs (Guo et al., 2011; Palma et al., 2011). La lignée C2C12 est d’ailleurs 

très largement utilisée pour étudier le muscle dans la SLA (Onesto et al., 2011). Les lignées 

cellulaires sont simples d’utilisation et supportent bien l’introduction d’un gène muté. 

Cependant, le processus d’immortalisation change fortement leur statut physiologique 

d’origine. Pour cela, les cultures primaires sont plus proches des conditions physiologiques. 

La principale limite de la plupart des modèles in vitro dans la SLA est l’utilisation trop 

importante de monocultures. Elles ont permis la découverte de plusieurs mécanismes 

pathologiques mais la SLA est une maladie impliquant une interaction importante entre 

plusieurs types cellulaires, le tout dans un environnement inflammatoire et neurodégénératif. 

Les co-cultures et les cultures en 3 dimensions vont être très importantes à l’avenir. 

 

2.3.2. Cellules souches pluripotentes induites 

La possibilité de créer des cellules souches pluripotentes induites (CSPi) à partir de 

cellules différentiées provenant de patients permet pour la première fois d’étudier aussi bien 

les formes familiales et sporadiques de la SLA (Fujimori et al., 2018; Van Damme et al., 2017). 

Ces modèles sont importants car ils permettent de s’affranchir de la surexpression des 

transgènes contenant les mutations. En plus de contenir les mutations des patients, ces 

cellules contiennent tout le fond génétique.  

Les CSPi peuvent en théorie générer tout type de neurones. Il existe maintenant de 

nombreux protocoles, de plus en plus efficaces, pour différentier les CSPi en MN. Cependant, 

à l’heure actuelle, il n’existe aucun protocole de génération de NCS (Hansen et al., 2011; 

Sances et al., 2016), au mieux, on obtient des populations hétérogènes de neurones 

excitateurs (Sadegh and Macklis, 2014; Sances et al., 2016). 
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Les différents protocoles de génération des MN à partir de fibroblastes de peau de 

patients SLA ayant différentes mutations familiales ou étant sporadiques, ont permis de 

récapituler plusieurs aspects de la maladie. On retrouve ainsi plusieurs protéines formant des 

inclusions cytoplasmiques, la délocalisation du noyau vers le cytoplasme de protéines comme 

TDP-43 et FUS, la formation de loci d’ARN pour la mutation C9ORF72 (Almeida et al., 2013; 

Donnelly et al., 2013; Egawa et al., 2012; Liu et al., 2015; Sareen et al., 2013; Wainger et al., 

2014). Des phénotypes fonctionnels ont également été observés comme une augmentation 

significative de la mortalité (Bilican et al., 2012), une désorganisation des neurofilaments 

(Chen et al., 2014), des déficits du transport nucléocytoplasmique (Zhang et al., 2015), des 

changements de l’excitabilité (Kiskinis et al., 2014; Wainger et al., 2014). Des expériences de 

co-culture ont pu montrer et confirmer l’importance des cellules non-neuronales dans le 

développement de la pathologie. C’est notamment le cas des astrocytes, qui peuvent aussi 

être produits à partir de CSPi (Ferraiuolo et al., 2016; Meyer et al., 2014). Les futures études 

des CSPi vont permettre de mieux comprendre les mécanismes pathogéniques, notamment 

dans les formes sporadiques de la maladie. Elles devraient aussi être utiles pour le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, comme l’utilisation d’ARN anti-sens 

ou pour faire du screening (Van Damme et al., 2017).  

 

Le développement des modèles de la SLA a permis de mieux comprendre sa 

physiopathologie cependant, la translation en clinique reste encore difficile à cause de la 

complexité de la maladie et de l’hétérogénéité des patients. De meilleurs résultats viendront 

avec l’utilisation de plusieurs modèles et le croisement des différents résultats qui vont faire 

progresser les connaissances sur la pathologie. Pour l’heure, les souris Sod1 restent le modèle 

le plus utilisé et validé, qui récapitule la perte conjointe et sélective des NCS et des MN avec 

de nombreux aspects de la SLA. 

 

3. Mécanismes physiopathologiques 

La découverte de nouveaux gènes impliqués dans la SLA et l’émergence de modèles 

animaux ont permis de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques qui sous-

tendent la SLA. Actuellement, de plus en plus d’études s’accordent à dire que le 

dysfonctionnement du métabolisme de l’ARN est au cœur de la physiopathologie de la SLA. 

Cependant, on peut également considérer la SLA comme une maladie multifactorielle 
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comprenant de nombreux dysfonctionnements cellulaires impliquant la mitochondrie, le 

transport cellulaire, le réticulum endoplasmique, le stress oxydant, la réponse inflammatoire, 

la dégradation des protéines et la formation d’agrégats etc. (Rossi et al., 2016).  

 

3.1 Dégénérescence des neurones moteurs 

La grande majorité des recherches précliniques sur les mécanismes 

physiopathologiques a été conduite sur les MN, laissant de côté l’analyse des NCS (Figure 14). 

 

Figure 14 : Mécanismes physiopathologiques impliqués dans la SLA. A) L’homéostasie 

protéique est perturbée dans la SLA. De nombreux agrégats protéiques se forment, 

notamment à cause de protéines mal repliées qui échappent au système de dégradation des 

protéines. Les voies de l’autophagie sont altérées ainsi que le protéasome. B) Les 

mitochondries dysfonctionnent entrainant la production d’espèces réactives de l’oxygène 
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(ERO) et perdent leur pouvoir tampon du calcium et cumulent des agrégats protéiques. C) 

Dans la SLA, les microglies sont hyperactivées et une astrogliose est présente. Les cellules 

gliales envoient des messages toxiques pour les neurones et n’arrivent plus à recapter le 

glutamate. D) Le métabolisme de l’ARN est fortement impacté dans la SLA. On y retrouve 

plusieurs dysfonctionnements dans la traduction des ARN, l’épissage alternatif, la biogenèse 

des micro ARN et le transport nucléo-cytoplasmique. De plus, des granules de stress se 

forment. E) On retrouve des altérations des protéines du cytosquelette d’actine et des 

microtubules impactant fortement le transport axonal. Il est important de noter que ces 

mécanismes sont souvent généralisés aux NCS et aux MN, alors qu’ils ont été décrits 

principalement dans la moelle épinière. (Adaptation de (Taylor et al., 2016)). 

 

3.1.1.  Excitotoxicité glutamatergique 

Un des premiers mécanismes physiopathologiques mis en avant dans la SLA est 

l’excitotoxicité glutamatergique. Cette toxicité résulte d’une activation excessive des 

récepteurs glutamatergiques neuronaux, entrainant une élévation importante des 

concentrations intracellulaires de calcium, dommageable pour le neurone. La suractivation 

des récepteurs peut être due à une augmentation du glutamate relargué dans la fente 

synaptique, un défaut des transporteurs permettant sa recapture, un changement d’affinité 

des récepteurs postsynpatiques ou une augmentation du nombre de ces derniers (Ferraiuolo 

et al., 2011a).  Chez les patients SLA, on retrouve des taux élevés de glutamate dans le liquide 

céphalo-rachidien (Shaw et al., 1995) et l’expression du transporteur de recapture astrocytaire 

EAAT2 est réduit dans les zones affectées par la maladie (Rothstein et al., 1992; Rothstein et 

al., 1990). L’hyperexcitabilité corticale engendre également une libération accrue du 

glutamate sur les MN (Foran and Trotti, 2009; Vucic et al., 2008), qui sont particulièrement 

vulnérable en raison d’une forte expression des récepteurs AMPA contenant la sous-unité 

Glur2 qui les rend très perméable au calcium (Williams et al., 1997). Ces altérations ont 

notamment été confirmées chez le modèle SOD1G93A où plusieurs études ont montré une 

altération de l’expression des sous-unités AMPA, une réduction d’EAAT2 (Howland et al., 

2002; Trotti et al., 1999) et une perte de la recapture du glutamate par les astrocytes (Van 

Damme et al., 2007). De manière intéressante, le seul médicament autorisé en France, le 

Riluzole, est un anti-glutamatergique qui inhibe la libération du glutamate dans la fente 

synaptique (Ferraiuolo et al., 2011b). 
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3.1.2. Dysfonctionnement du métabolisme de l’ARN 

Plusieurs mutations ont été identifiées dans des gènes liés au métabolisme de l’ARN. 

En effet, des gènes comme TARDBP, FUS et hnRNP A1 encodent des protéines de liaison à 

l’ARN impliquées dans la transcription, l’épissage, les micro ARN, la traduction ou encore le 

transport des ARN (Kim et al., 2013; Kwiatkowski et al., 2009; Lagier-Tourenne et al., 2010; Liu 

et al., 2016; Polymenidou et al., 2011; Vance et al., 2009). Ces protéines interviennent dans 

toutes les étapes du métabolisme de l’ARN et lient plusieurs milliers d’ARN différents (Huelga 

et al., 2012; Lagier-Tourenne et al., 2012). D’autres gènes comme SOD1 ou C9ORF72 peuvent 

conduire à des dérégulations de l’ARN via des gains de fonctions toxiques (Butti and Patten, 

2018; Taylor et al., 2016). 

Dans la pathologie SLA, on retrouve les protéines TDP-43, FUS et hnRNP dans des 

granules de stress qui permettent la rétention d’ARN lors d’un stress cellulaire mais aussi leur 

transport au sein de la cellule (Dormann et al., 2010; Lin et al., 2015; Molliex et al., 2015; Patel 

et al., 2015). Cette compartimentalisation se fait grâce à des domaines de faible complexité 

présents sur ces protéines. Cependant, ces domaines sont très susceptibles à la fibrillation et 

à l’agrégation et des mutations causatives sont retrouvées de ces domaines (Kim et al., 2013; 

Lagier-Tourenne et al., 2010; Shang and Huang, 2016). Ainsi, on retrouve des agrégats 

cytoplasmiques des protéines TDP-43 te FUS entrainant une délocalisation de ces protéines 

nucléaires vers le cytoplasme (Neumann et al., 2006; Scekic-Zahirovic et al., 2017; Van Deerlin 

et al., 2008; Yasuda et al., 2013). Certaines mutations retrouvées chez les patients affectent 

directement le site de localisation nucléaire (Kwiatkowski et al., 2009; Liu et al., 2016; Vance 

et al., 2009). 

TDP-43 et FUS sont impliqués dans la biogenèse des miARN (Da Cruz et al., 2012; 

Freibaum et al., 2010) et notamment miR124, miR-218, miR-9 et miR-141/200a qui sont 

importants pour le développement des MN, leur spécification, la transmission synaptique et 

leur survie (Dajas-Bailador et al., 2012; Edbauer et al., 2010; Eitan and Hornstein, 2016; 

Kawahara and Mieda-Sato, 2012; Otaegi et al., 2011; Sun et al., 2012). Les concentrations de 

ces différents miARN sont globalement diminuées suit à un défaut de biogenèse, due aux 

mutations dans les gènes encodant les protéines nucléaires TDP-43 et FUS (Dini Modigliani et 

al., 2014; Eitan and Hornstein, 2016; Li et al., 2013; Zhang et al., 2013). Cette diminution 

entraine une perte des fonctions propres aux miARN et pourrait précipiter la dégénérescence 

des neurones moteurs.  
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Les ARN contenant les répétitions de dinucléotides dues aux mutations de C9ORF72 

s’accumulent dans les cellules du cerveau et de la moelle épinière des patients SLA(DeJesus-

Hernandez et al., 2011; Gendron et al., 2013). Cette accumulation d’ARN cause le recrutement 

de protéines de liaison à l’ARN qui perdent alors leurs fonctionnalités et se retrouvent 

délocalisées (Lee et al., 2013; Simon-Sanchez et al., 2012). On retrouve ainsi une toxicité des 

ARN nouvellement formés. 

 

3.1.3. Dérégulation de l’homéostasie protéique 

La dégénérescence des neurones moteurs s’accompagne d’une formation progressive 

d’inclusions protéiques contenant des protéines mutées comme SOD1, FUS, TDP-43 et 

C9ORF72 (Ash et al., 2013; Mori et al., 2013b; Neumann et al., 2006; Pasinelli et al., 2004; 

Watanabe et al., 2001). 

L’absence d’élimination des protéines ubiquitinées et l’augmentation des marqueurs 

d’autophagie indiquent que les deux voies de dégradation des protéines sont altérées dans la 

SLA : le système ubiquitine-protéasome et l’autophagie (Li et al., 2008; Neumann et al., 2006; 

Sasaki, 2011). La protéine mutée SOD1 peut directement agir sur le protéasome et inhiber son 

action (Kabashi et al., 2004; Urushitani et al., 2002). L’ubiquitine-2 et sequestosome-1, deux 

protéines retrouvées mutées, sont responsables en situation physiologique de 

l’acheminement les protéines ubiquitinées vers le protéasome ou l’autophagosome pour y 

être dégradées (Deng et al., 2011; Fecto et al., 2011). Des défauts dans la maturation de 

l’autophagosome et la dégradation des endosomes sont causés par des mutations dans les 

gènes CHMP2B et OPTN (Maruyama et al., 2010; Parkinson et al., 2006). Les mutations des 

protéines VAPB et VCP créent quant à elles des défauts au niveau de la dégradation des 

protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique (RE) (Chen et al., 2010; Johnson et 

al., 2010; Tsuda et al., 2008; Tudor et al., 2010). 

En plus des mutations affectant les fonctions du RE, plusieurs indications d’un stress 

du RE comme des altérations morphologiques et une augmentation de la réponse aux 

protéines non repliées sont retrouvées chez les patients SLA (Atkin et al., 2008; Oyanagi et al., 

2008; Sasaki, 2010) et dans différents modèles animaux (Farg et al., 2012; Prell et al., 2012; 

Walker et al., 2013; Zhang et al., 2014b). Chez les souris SOD1G93A, la protéine mutée et mal 

repliée se lie à la surface cytosolique du RE et bloque la dégradation des autres protéines mal 
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repliées et qui forment alors des agrégats (Kikuchi et al., 2006; Nishitoh et al., 2008; Tobisawa 

et al., 2003). 

L’homéostasie protéique est perturbée par des altérations dans la synthèse des 

protéines au niveau du RE et dans la dégradation des protéines, induisant la présence 

d’inclusions protéiques. Cependant, la toxicité de ces agrégats pour les neurones n’est pas 

bien définie, ni s’ils sont une cause ou une conséquence de la neurodégénérescence. 

 

 3.1.4. Défauts du cytosquelette et du transport axonal 

Les neurones moteurs sont des cellules ayant une forte polarisation et qui émettent 

leurs axones sur de grandes distances. Ces propriétés les rendent particulièrement 

dépendantes du transport axonal assurant l’acheminement dans tout leur cytoplasme des 

ARN, des protéines, des organites et toutes sortes de molécules. La désorganisation du 

cytosquelette axonal et la perturbation du trafic intracellulaire sont retrouvées dans les cas 

sporadiques et familiaux de SLA (Taylor et al., 2016). Les changements dans le transport axonal 

semblent être des marqueurs précoces de la maladie car certains signes apparaissent bien 

avant la dégénérescence des neurones (Bilsland et al., 2010; Burk and Pasterkamp, 2019). 

On retrouve chez les patients SLA et dans différents modèles murins des altérations 

des protéines motrices, des microtubules et des neurofilaments qui font partie intégrante du 

transport axonal. Aussi bien dans les formes familiales que sporadiques, des neurofilaments 

s’accumulent dans les cornes ventrales de la moelle épinière (Mizusawa et al., 1989; Munoz 

et al., 1988). Dans le modèle murin SOD1G93A, on remarque une diminution de la tubuline et 

des neurofilaments dans les axones émanant de la racine ventrale de la moelle épinière. 

Plusieurs mutations rares ont été identifiées dans les gènes des neurofilaments à chaines 

lourdes et dans le gène de la périphérine (PRPH) (Al-Chalabi et al., 1999; Corrado et al., 2011; 

Gros-Louis et al., 2004). Le taux de neurofilaments dans le liquide céphalorachidien est un bon 

indicateur du pronostique des patients SLA car il corrèle négativement avec la survie 

(Ganesalingam et al., 2013; Ganesalingam et al., 2011). De plus, la délétion de neurofilaments 

dans le modèle murin SOD1G93A retarde l’apparition de la pathologie et réduit sa progression 

(Williamson et al., 1998).  

Chez les souris SOD1G93A, on observe un ralentissement des transports rétrogrades et 

antérogrades, qu’ils soient lents ou rapides, et ceci bien avant la neurodégénérescence (Chen 

et al., 2007; Taylor et al., 2016; Williamson and Cleveland, 1999). Par ailleurs, certains gènes 
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encodant des protéines directement impliquées dans le transport axonal sont causatifs de la 

SLA. Les protéines intervenant directement dans le contrôle moteur du transport sont 

perturbées par des mutations dans leurs gènes. C’est le cas de DNTC1, qui encode la dynactine 

impliquée dans le transport rétrograde, (Ikenaka et al., 2013; Levy et al., 2006; Munch et al., 

2007; Puls et al., 2003), ou encore de KIF5A, qui encode la kinésine impliquée dans le transport 

antérograde (Nicolas et al., 2018). Le taux d’expression des protéines du transport axonal 

corrèle avec la survie des modèles murins de SLA. En effet, chez les souris SOD1G86R, il a été 

montré que KAP3, une protéine du transport axonal rapide est augmentée chez les animaux 

développant la pathologie (Dupuis et al., 2000). Chez les souris SOD1G93A, une diminution de 

l’expression de cette protéine induit une augmentation de la durée de vie des animaux 

(Landers et al., 2009). Dans le même sens, le croisement de souris hétérozygote pour EPHA4 

avec des souris SOD1G93A, induit une augmentation de la survie (Van Hoecke et al., 2012). 

D’autres acteurs du cytosquelette comme les filaments d’actines peuvent être 

également directement affectés par des mutations, notamment dans le gène PFN1 (Wu et al., 

2012). Pour les microtubules, une mutation dans le gène TUB4A a été retrouvée (Pensato et 

al., 2015; Smith et al., 2014). Les disfonctionnements du transport axonal impliquent un 

mauvais acheminement de l’ARN, des facteurs de croissances et des mitochondries, et 

conduisent ainsi à des défauts de synthèse protéique, une diminution de la survie, et une 

altération du métabolisme énergétique. Ces cascades d’évènements induisent finalement la 

mort des neurones moteurs et montrent l’importance du transport axonal dans la SLA. 

 

 3.1.5. Altérations mitochondriales et stress oxydant 

La mitochondrie est un point de convergence de dérégulations intracellulaires 

observées dans la SLA : le métabolisme énergétique, le stress oxydant, l’homéostasie du 

calcium, l’excitotoxicité, le transport axonal et l’apoptose (Smith et al., 2017b). 

Il existe plusieurs anomalies structurelles et morphologiques indiquant un 

dysfonctionnement mitochondrial chez les patients SLA (Hirano et al., 1984; Okamoto et al., 

1990; Sasaki and Iwata, 1999a, 2007). On retrouve les mêmes caractéristiques pathologiques 

dans les différents modèles de SLA, les souris SOD1G93A (Dal Canto and Gurney, 1995; De Vos 

et al., 2007; Higgins et al., 2003; Jaarsma et al., 2001), TDP-43M337K, TDP-43Q331K, TDP-43A315T 

(Gautam et al., 2019; Magrane et al., 2014; Wang et al., 2013), les fibroblastes de patients 

C9ORF72 (Onesto et al., 2016). De plus, il existe une mutation causative de la SLA dans le gène 



Thibaut Burg 70 
 

CHCHD10 qui code pour une protéine mitochondriale localisée aux sites de contacts entre la 

membrane interne et la membrane externe. Cette mutation cause un effet profond sur la 

structure de la mitochondrie et sur l’activité de la chaine de transport des électrons 

(Bannwarth et al., 2014; Genin et al., 2016). Ces anomalies sont couplées à des changements 

de l’activité des différents complexes de la chaine de transfert des électrons et induisent une 

baisse de la respiration cellulaire et une diminution de la production d’ATP aussi bien chez les 

patients (Crugnola et al., 2010; Vielhaber et al., 2000; Wiedemann et al., 2002; Wiedemann et 

al., 1998) que dans les modèles murins SOD1G37R et SOD1G93A (Coussee et al., 2011; Kirkinezos 

et al., 2005; Mattiazzi et al., 2002). 

Les défauts mitochondriaux entrainent dans leurs sillages plusieurs perturbations 

intracellulaires, notamment via la production majoritaire des espèces réactives de l’oxygène, 

produits toxiques de la respiration cellulaire. En condition physiologique, il existe un système 

de détoxification dont fait partie la SOD1, une enzyme antioxydante qui catalyse la 

dismutation des anions superoxydes en peroxydes d’hydrogène. La SLA est caractérisée par 

un stress oxydant provoqué par une augmentation des espèces réactives de l’oxygène (Barber 

and Shaw, 2010). Il a été montré que la protéine SOD1 est capable de s’accumuler 

anormalement dans l’espace intramembranaire mitochondrial et empêche ainsi l’import de 

protéines essentielles au fonctionnement des mitochondries (Liu et al., 2004; Wong et al., 

1995). SOD1 est elle-même sensible au stress oxydant (Rakhit et al., 2002) à cause de sa 

mauvaise conformation ou de son agrégation. Cela crée alors un cercle vicieux puisque 

l’agrégation de SOD1 impacte le fonctionnement mitochondrial et induit une augmentation 

des espèces réactives de l’oxygène (Israelson et al., 2010; Pickles et al., 2013; Pickles et al., 

2016). Les mitochondries sont des acteurs majeurs de l’homéostasie du calcium 

intracellulaire. Dans la SLA, les mitochondries perdent leur capacité à absorber le calcium 

(Damiano et al., 2006), induisant une élévation des taux de calcium cytosolique et à une 

excitotoxicité. Cette perturbation peut s’expliquer par la dérégulation de la communication 

entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique observée dans les modèles animaux 

et chez les patients (Lau et al., 2018; Siklos et al., 1996; Stoica et al., 2014; Stoica et al., 2016).  

Finalement, les mitochondries sont également capables d’activer directement 

l’apoptose des neurones par la libération de cytochrome c. Les agrégats de SOD1 mutée 

peuvent interagir avec les différentes acteurs pro- ou anti-apoptotiques et entrainer une 

activation anormale de l’apoptose (Pasinelli et al., 2004; Pedrini et al., 2010). 
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3.2 Atteintes d’autres types cellulaires 

Les premières études des mécanismes physiopathologiques se sont focalisées sur la 

dégénérescence des MN, et ont mis en évidence des dérégulations intrinsèques, c’est à dire 

propres aux MN, et responsables de ce que l’on nomme la mort cellulaire autonome. 

Cependant, de nombreuses études ont également montré l’implication d’autres types 

cellulaires dans la mort des MN, et l’existence de mécanismes extrinsèques. On parle alors de 

mort cellulaire non-autonome. Ces deux types de mécanismes sont retrouvés dans la SLA. 

 

3.2.1. Les cellules gliales  

La neuroinflammation est un terme utilisé pour décrire la réaction de cellules gliales 

résidantes (astrocytes, microglies) et de cellules immunitaires circulantes (monocytes, 

neutrophiles, lymphocytes) qui entrent et interagissent avec les cellules nerveuses dans un 

contexte d’infection, de blessures ou de dégénérescence (McCauley and Baloh, 2019). Dans la 

SLA, on retrouve une neuroinflammation importante dans les tissus post-mortem des patients 

et dans les tissus des différents modèles murins de SLA. Cela démontre l’implication des 

cellules gliales dans le développement de la pathologie (Brites and Vaz, 2014; Corcia et al., 

2012). Les astrocytes et les microglies participent activement à la physiopathologie de la SLA 

via une réponse inflammatoire locale avec un changement de phénotype, une activation 

suivie d’une migration vers les sites de neurodégénérescence, ainsi qu’une prolifération et 

une sécrétion de facteurs pro-inflammatoires (Corcia et al., 2012; Kawamata et al., 1992; Nagy 

et al., 1994; Sasaki and Maruyama, 1994; Schiffer et al., 1996; Troost et al., 1992; Turner et 

al., 2004; Zurcher et al., 2015). Certaines cellules immunitaires circulantes, comme les 

lymphocytes T, ont été retrouvées dans les tissus nerveux (Engelhardt et al., 1993). Outre les 

altérations au niveau du système nerveux central et périphérique, on retrouve une 

inflammation systémique caractérisée par la présence de marqueurs inflammatoires et 

immuns dans le sang. (Almer et al., 2001; Almer et al., 2002; Henkel et al., 2004; Lu et al., 2016; 

Murdock et al., 2017; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2011). Ces nombreuses altérations sont 

retrouvées dans les modèles animaux (Alexianu et al., 2001; Jara et al., 2017; Jara et al., 2012; 

Keller et al., 2009; Levine et al., 1999; Ozdinler et al., 2011).  

Dans le modèle SOD1G93A, des altérations des microglies sont déjà présentes à un stade 

pré-symptomatique où l’on observe une baisse de leur nombre puis une activation lors du 
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stade symptomatique (Gerber et al., 2012). La réponse immunitaire peut donc être précoce 

(Jara et al., 2017). Les microglies sécrètent de nombreux facteurs pro-inflammatoires 

neurotoxiques (Corcia et al., 2012; Henkel et al., 2006; Henkel et al., 2004; Meissner et al., 

2010; Nguyen et al., 2001), à cela s’ajoutent les sécrétions neurotoxiques des astrocytes (Endo 

et al., 2015; Johann et al., 2015; Pehar et al., 2004), qui sont capables d’induire spécifiquement 

la mort des MN (Nagai et al., 2007). La transplantation d’astrocytes exprimant le transgène 

SOD1G93A dans la moelle épinière de rats sauvages induit la dégénérescence des MN (Papadeas 

et al., 2011). De plus, la diminution des facteurs neuroprotecteurs normalement sécrétés par 

ces cellules participe également à la vulnérabilité des MN et à leur dégénérescence (Ferraiuolo 

et al., 2011b; Foran et al., 2011; Ganel et al., 2006; Van Damme et al., 2007).  

Les souris possédant la mutation G37R ou G85R sur le gène de la SOD1 ont l’avantage 

de posséder des sites LoxP de part et d’autre de la mutation. Ainsi, la mutation peut être 

excisée spécifiquement dans certains tissus lorsque la Cre recombinase y est exprimée. 

Lorsque la Cre recombinase est exprimée sous le promoteur microgliale du gène CD11b, la 

toxicité microgliale diminue et la survie des souris est prolongée (Boillee et al., 2006). De plus, 

l’introduction de microglies saines dans des souris SOD1G93A dépourvues de microglies ralentit 

la mort des MN et prolonge la survie des souris (Beers et al., 2006). Quand la mutation est 

excisée dans les astrocytes suite à l’expression de la Cre recombinase sous le promoteur de la 

GFAP on observe un ralentissement de la progression de la maladie et une inhibition de 

l’activation des microglies (Wang et al., 2011; Yamanaka et al., 2008b). 

Les cellules microgliales interviennent donc directement dans l’initiation et la 

progression de la pathologie SLA tandis que les astrocytes sont impliqués dans la progression 

de la maladie. 

Les oligodendrocytes et les cellules de Schwann sont aussi impliqués puisqu’il a été 

montré chez les patients SLA une perte de la myéline, qui est moins compacte et présente 

moins de lipides (Hayashi et al., 2001). Chez les souris, on observe une dégénérescence de la 

gaine de myéline (Niebroj-Dobosz et al., 2007). On constate également une altération de la 

structure des oligodendrocytes dans la moelle épinière des souris FUS (Scekic-Zahirovic et al., 

2017). L’excision spécifique de la mutation SOD1G37R des oligodendrocytes retarde l’apparition 

de la maladie et diminue l’astrocytose ainsi que l’activation microgliale (Kang et al., 2013). 

Pour les cellules de Schwann, leur implication est plus controversée. Il existe bien des défauts 

myéliniques dans le système nerveux périphérique des patients SLA et la suppression de la 
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mutation SOD1G37R dans ces cellules accélère la progression de la maladie (Lobsiger et al., 

2009). En revanche, l’accumulation de SOD1G93A dans les cellules de Schwann n’est pas 

pathologique (Turner et al., 2010a) et la surexpression spécifique et unique de la SOD1G93A 

dans ces cellules n’entraine pas de phénotype moteur ni de perte des MN (Turner et al., 

2010a). 

 

3.2.2. Les neurones sérotoninergiques 

Dans le noyau du raphé, au niveau du tronc cérébral, les neurones sérotoninergiques 

envoient leurs axones vers la moelle épinière et sont capables d’influencer l’activité électrique 

des MN (Lemon, 2008). Cela confère aux neurones sérotoninergiques un rôle important dans 

la locomotion (Antri et al., 2002; Murray et al., 2010; Ribeiro-do-Valle et al., 1991). Dans la 

SLA, le noyau du raphé n’est que très peu affecté par la pathologie TDP-43 (Brettschneider et 

al., 2013a). En revanche, le système sérotoninergique dans son ensemble est fortement 

affecté. En effet, on observe une diminution du précurseur de la sérotonine, le tryptophane, 

une diminution du métabolite l’acide 5-hydroxyindoleacétique (5-HIAA) dans le liquide 

céphalorachidien, le plasma et/ou la moelle épinière (Bertel et al., 1991; Monaco et al., 1979; 

Ohsugi et al., 1987; Sofic et al., 1991). Ces altérations s’accompagnent également d’une 

diminution de l’expression du récepteur 5-HT1A dans la moelle épinière (Turner et al., 2005). 

De plus, le taux de sérotonine plaquettaire est positivement corrélé à la survie des patients. 

La diminution de la production de sérotonine par les plaquettes pourrait être le miroir des 

changements observés au niveau central (Dupuis et al., 2010). 

Il a été montré aussi bien chez les patients SLA que dans les modèles murins SOD1G37R 

Sod1G86R que les neurones sérotoninergiques du noyau du raphé dégénèrent au cours de la 

maladie, avec une atrophie des corps cellulaires et une perte des projections induisant une 

diminution de sérotonine dans la moelle épinière (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017). 

L’importance de l’implication des neurones sérotoninergiques dans le développement de la 

SLA a été montrée récemment au laboratoire. En effet, lorsqu’on retire spécifiquement le 

mutant SOD1G37R des neurones sérotoninergiques, on diminue la spasticité mais on aggrave 

les déficits moteurs et la paralysie terminale apparait plus rapidement (El Oussini et al., 2017).  

La sérotonine a un effet facilitateur sur la transmission glutamatergique et passe par 

l’activation des récepteurs 5-HT1/2 (Sandyk, 2006). Dans la SLA, la déplétion en sérotonine 

dans la moelle épinière pourrait conduire à la mise en place de mécanismes compensatoires 
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via l’augmentation de l’excitabilité des MN et une augmentation du glutamate libéré par les 

NCS (Bertel et al., 1991; El Oussini et al., 2017). 

 

3.2.3. Interneurones spinaux 

Les interneurones régulent de très nombreux systèmes neuronaux et participent à 

l’équilibre excitation/inhibition et sont donc des contributeurs importants de l’homéostasie 

des réseaux neuronaux spinaux (Turner and Kiernan, 2012). La dégénérescence des MN peut 

être en partie attribuée à des dysfonctionnements des réseaux neuronaux spinaux et à la 

perte de populations d’interneurones (King et al., 2016). L’étude histologique de la moelle 

épinière de patients SLA montre la présence d’inclusions cytoplasmiques positives pour 

l’ubiquitine dans les interneurones (Stephens et al., 2001) et une perte d’interneurones 

positifs pour la calbindine dans la corne ventrale (Stephens et al., 2006). On y retrouve une 

perte des synapses glycinergiques mais pas de celles GABAergiques (Malessa et al., 1991). 

Chez les souris Sod1G86R, la perte des interneurones spinaux se fait en parallèle de la 

dégénérescence des MN et de l’apparition de la gliose réactionnelle (Morrison et al., 1998). 

La présence d’agrégats positifs pour l’ubiquitine est aussi retrouvée chez les souris SOD1G93A 

et TDP-43A315T (Martin et al., 2007; Wegorzewska et al., 2009). Des études morphologiques 

des interneurones spinaux de jeunes souris présymptomatiques ont montré des altérations 

des dendrites, de leurs aires, branchements et terminaisons (Amendola and Durand, 2008; 

Elbasiouny et al., 2010). Cela implique également un changement de l’excitabilité (Duch et al., 

2008) et une perte des synapse glycinergiques mais pas GABAergiques (Chang and Martin, 

2009, 2011). 

 La cellule de Renshaw est un interneurone inhibiteur glycinergique faisant directement 

synapse sur les MN. Chez les souris SOD1G93A, l’étude de ces cellules a permis de montrer une 

perte de la connectivité avec les MN (Wootz et al., 2013) et même une perte cellulaire (Chang 

and Martin, 2009). Cependant, leur implication chez les patients SLA demeure incomprise 

(King et al., 2016). 

 

3.2.4. Cellules du muscle strié squelettique  

Le rôle du muscle dans la SLA reste encore très controversé. Le démantèlement des 

jonctions neuromusculaires (JNM) est un événement précoce dans la physiopathologie de la 
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SLA, il intervient avant la perte des MN (Fischer et al., 2004; Gonzalez de Aguilar et al., 2008; 

Jokic et al., 2006; Martineau et al., 2018). De plus, la rétractation du nerf terminal et la perte 

définitive des JNM se font également avant la dégénérescence des MN (Frey et al., 2000; Pun 

et al., 2006). Ces études ont suggéré que les cellules musculaires pourraient jouer un rôle actif 

dans le développement de la SLA et non pas seulement être passives et souffrir de la perte 

des MN (Loeffler et al., 2016). En effet, plusieurs études montrent que le muscle est une 

structure rapidement affectée par la maladie, bien avant l’apparition des symptômes moteurs. 

Chez les souris SOD1G93A, la protéine mutée se retrouve progressivement agrégée dans les 

muscles des membres inférieurs (Turner et al., 2003). Ceci est accompagné d’une 

accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (Halter et al., 2010; Xiao et al., 2018) et d’une 

augmentation du métabolisme oxydatif musculaire (Capitanio et al., 2012; Palamiuc et al., 

2015). Outre une baisse significative du volume musculaire à des stades asymptomatiques 

(Marcuzzo et al., 2011), on peut noter la présence de nombreuses altérations moléculaire dans 

les fibres musculaires (de Oliveira et al., 2014; Galbiati et al., 2012; Park and Vincent, 2008). 

D’autres perturbations métaboliques ont également été observées chez les souris TDP-43A315T 

(Stallings et al., 2013). Chez les patients SLA, on retrouve notamment les altérations 

mitochondriales (Crugnola et al., 2010; Siciliano et al., 2002; Siciliano et al., 2001; Vielhaber et 

al., 2000; Vielhaber et al., 1999; Wiedemann et al., 1998). Il semblerait donc que le muscle 

puisse être affecté de manière indépendante de la perte des MN. L’expression restreinte de 

la SOD1G93A mutée dans le muscle provoque une diminution de la force musculaire, une 

atrophie et des déficits mitochondriaux avec une axonopathie et une perte des MN 

(Dobrowolny et al., 2011; Wong and Martin, 2010).  

 

3.2.5. Métabolisme énergétique et hypothalamus 

Les défauts dans la balance énergétique, la perte de poids et les altérations du 

comportement alimentaire sont retrouvés chez un certain nombre de patients SLA. Ces 

différentes altérations métaboliques peuvent provenir de causes centrales et périphériques. 

Au niveau central, l’hypothalamus regroupe plusieurs noyaux impliqués dans la prise 

alimentaire et la régulation de la balance énergétique (Vercruysse et al., 2018). Des analyses 

post-mortem ont montré que la pathologie TDP-43 se retrouve dans l’hypothalamus d’un tiers 

des patients SLA (Cykowski et al., 2014). Récemment, des études d’IRM de patients ont montré 

qu’il existe une atrophie de l’hypothalamus chez les patients, mais aussi, avant l’apparition 
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des symptômes chez des porteurs de mutations C9ORF72, SOD1, NEK1, TARDBP et FUS 

(Gorges et al., 2017). 

Chez les souris Sod1G86R, la perte de poids apparaît progressivement, bien avant 

l’apparition des premiers symptômes moteurs, à cause d’une dépense énergétique accrue 

(Dupuis et al., 2004). De plus, un régime alimentaire hypercalorique enrichit de gras permet 

de restaurer partiellement le phénotype moteur en agissant sur la jonction neuromusculaire 

et le maintien des MN (Dupuis et al., 2004). Dans les modèles TDP-43A315T, TDP-43WT on 

observe également une perte de poids et une diminution de la masse graisseuse (Shan et al., 

2010; Stribl et al., 2014). Les études chez les rongeurs ont permis de mettre en évidence des 

altérations profondes de l’hypothalamus. En effet, le système de la mélanocortine 

hypothalamique, impliqué dans la prise alimentaire, est fortement impacté et ce déjà à des 

stades présymptomatiques, dans trois modèles murins différents, les souris Sod1G86R, FUSΔNLS/+ 

et TDP-43A315T (Vercruysse et al., 2016). Ces altérations ont notamment été liées à la perte des 

projections sérotoninergiques dues à la dégénérescence des neurones dans le noyau raphé 

chez les souris Sod1G86R. Conjointement, ces résultats tendent à prouver l’implication des 

défauts hypothalamiques dans les altérations métaboliques observées chez les patients SLA. 

 

4. Traitements et approches thérapeutiques 

Compte tenu de la diversité des signes cliniques et de l’étiologie encore inconnue de 

la SLA, il n’existe pour l’heure aucun traitement curatif de la maladie. De nombreux essais 

cliniques ont déjà été lancés mais aucun n’a donné de réelle satisfaction. Cependant, la 

progression de la SLA peut être ralentie par des traitements symptomatiques regroupant 

plusieurs disciplines. Ainsi, l’interaction entre le neurologue, les médecins spécialisés 

(pneumologue, gastro-entérologue, ORL), les professionnels paramédicaux (kinésithérapeute, 

ergothérapeute, orthophoniste, diététicien) et le psychologue clinicien spécialisé est 

indispensable à la bonne prise en charge du patient (Chio et al., 2006; Dorst et al., 2018; 

Paganoni et al., 2015). 

 

4.1 Médicaments autorisés 

Depuis 1995 en Europe, le Riluzole (Rilutek®) est le seul médicament approuvé et 

utilisé. D’après les premières études, ce médicament permet de prolonger l’espérance de vie 
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de 6 mois et d’augmenter le taux de survie des patients SLA (Bensimon et al., 1994; Riviere et 

al., 1998; Zoccolella et al., 2007). Mais des études plus récentes ont montré que l’effet serait 

plus modéré, avec uniquement 3 mois d’espérance de vie supplémentaires (Miller et al., 

2012). Les mécanismes d’action de cet agent neuroprotecteur ne sont pas encore totalement 

connus. Il agirait par plusieurs mécanismes, notamment par la régulation du métabolisme du 

glutamate. En effet, des études ont montré que le Riluzole augmente la recapture (Fumagalli 

et al., 2008) et inhibe la libération du glutamate (Wang et al., 2004). Il agit également en 

inhibant les canaux sodiques voltages dépendant (Urbani and Belluzzi, 2000; Zona et al., 1998). 

Ainsi, le Riluzole diminuerait la concentration extracellulaire de glutamate et permettrait de 

réduire l’excitotoxicité glutamatergique, une des possibles étiologies de la SLA. Ce 

médicament possède donc un effet modéré pour un coût élevé mais une bonne tolérance de 

la part des patients. 

En mai 2017, les États-Unis ont accepté l’Edaravone (Radicava®) comme nouveau 

traitement pour la SLA (Abe et al., 2017; Sawada, 2017). Ce médicament est un antioxydant 

originellement utilisé après un accident vasculaire cérébrale au Japon. Son mode d’action dans 

la SLA n’est pas encore connu. L’unique étude qui a conduit à la mise sur le marché de cette 

molécule reste encore très discutée, c’est la raison pour laquelle il n’est toujours pas prescrit 

en Europe. En effet, il a été montré que l’Edaravone permet de ralentir la progression de la 

SLA mais uniquement sur un sous-groupe de patients SLA japonais, avec des caractéristiques 

cliniques distinctes. En effet, ces patients n’avaient que peu d’atteintes motrices, une 

dysphagie faible à modérée et aucun signe d’atteinte des fonctions respiratoires. Il n’existe 

aucune preuve de son effet sur d’autres types de patients SLA. De plus, aucune information 

n’est disponible sur l’effet de cette molécule sur la survie des patients (Al-Chalabi et al., 2017). 

 

4.2 Traitements symptomatiques 

 

4.2.1. Symptômes moteurs 

Les symptômes musculaires se traitent de façon empirique car il n’existe pas d’étude 

convaincante prouvant l’efficacité de tel ou tel traitement (Baldinger et al., 2012; Dorst et al., 

2018). Pour les crampes, des dérivés de la quinine ou du magnésium peuvent être prescrits 

pour diminuer leur fréquence d’apparition. Pour la spasticité, les patients peuvent se voir 
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prescrire des médicaments antispastiques comme le Baclofène. Les fasciculations ne sont ni 

dangereuses ni douloureuses mais peuvent être anxiogènes, le médecin peut donc 

simplement prescrire du magnésium à haute dose ou des anxiolytiques. Dans tous les cas, la 

prise en charge par un kinésithérapeute est fortement recommandée. Le but thérapeutique 

est de préserver la fonction motrice résiduelle, prévenir l’atrophie due à l’immobilité, prévenir 

les douleurs musculosquelettiques et réaliser des étirements pour diminuer la spasticité 

(Dorst et al., 2018; Paganoni et al., 2015). 

 

4.2.2. Symptômes non moteurs 

La perte de poids rapide des patients est associée à un mauvais pronostic et une 

corrélation négative a été établie entre la perte de poids et le score ALSFRS, témoignant de la 

sévérité de la maladie (Desport et al., 1999; Dupuis et al., 2008; Lindauer et al., 2013; Marin 

et al., 2011). Dans le modèle animal Sod1G86R, un régime alimentaire supplémenté en gras est 

associé à une prise de poids et une augmentation de la survie (Dupuis et al., 2004). Une étude 

prospective a montré que la stabilisation du poids avec un régime hypercalorique (riche en 

graisses et sucres) est possible chez les patients SLA (Dorst et al., 2013). Plusieurs essais 

cliniques sont en cours pour asseoir ces résultats initiaux. Actuellement, les recommandations 

sont un suivi régulier de l’état nutritionnel des patients, avec un régime hypercalorique et des 

suppléments alimentaires pour stabiliser le poids (Korner et al., 2013). Lorsque le patient 

présente des troubles de la déglutition ou que le risque de fausse route est trop important, la 

gastrostomie est pratiquée (Dorst et al., 2015; Dorst et al., 2018; Group, 2015). 

Au cours de la maladie, les patients SLA développent une insuffisance respiratoire 

chronique due à la faiblesse progressive des muscles du diaphragme et des muscles 

respiratoires auxiliaires. Le recours à une assistance respiratoire est donc obligatoire et doit 

se faire dès l’apparition des premiers symptômes respiratoires. La ventilation non invasive a 

montré son efficacité dans deux études distinctes en prolongeant de 7 à 13 mois la survie des 

patients (Berlowitz et al., 2016; Bourke et al., 2006). Elle améliore également grandement la 

qualité de vie des patients (Mustfa et al., 2006) et la qualité de leur sommeil, diminue la fatigue 

et la dépression (Butz et al., 2003; Dorst et al., 2018). En dernier recours, ou en cas d’hyper 

salivation, une trachéostomie peut être effectuée. Si l’intervention permet d’améliorer 

grandement la survie (Spataro et al., 2012), elle a de lourdes répercussions sur la qualité de 

vie en raison de son caractère très invasif, et est souvent refusée (Dorst et al., 2018). 
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La douleur est une composante importante à prendre en compte lors de la prise en 

charge des patients. Elle est fréquente, surtout dans les stades avancés, et peut être causée 

par différents symptômes comme la spasticité, les crampes, les contractures, des 

neuropathies etc. (Brettschneider et al., 2013b; Ganzini et al., 1999). Actuellement, le 

traitement de la douleur se base sur l’utilisation d’analgésiques en soins palliatifs. Certains de 

ces analgésiques peuvent également avoir des effets bénéfiques sur d’autres symptômes 

comme l’anxiété et la dépression mais aussi la salivation excessive et les difficultés à respirer. 

Concernant les troubles cognitifs que l’on retrouve chez plus de 30% des patients, il n’existe 

pas de traitement symptomatique (Dorst et al., 2018). 

 

4.3 Approches thérapeutiques alternatives 

Les avancées de la génétique, le développement de modèles animaux de la SLA et les 

études précliniques ont permis le développement de nouvelles approches thérapeutiques et 

essais cliniques. Cependant, la transition entre les études précliniques et cliniques reste pour 

l’heure un échec (DeLoach et al., 2015; Kumar et al., 2016; Petrov et al., 2017). 

 

4.3.1. Thérapies pharmacologiques 

L’étiologie de la SLA reste encore largement méconnue, mais il est certain que les 

mécanismes pathologiques qui soutiennent la SLA sont multiples et variés. Ainsi, les premières 

approches thérapeutiques développées ont tenté de bloquer ces différents mécanismes par 

l’utilisation de techniques pharmacologiques. Cependant, mises à part les deux molécules 

autorisées, aucune autre molécule n’a montré d’effet positif chez l’homme, malgré les 

résultats encourageant chez les modèles animaux (Kumar et al., 2016). Des molécules anti-

oxydatives, anti-inflammatoires, anti-apoptotiques, neuroprotectrices, ont été produites. 

Certaines études ont tenté d’apporter des facteurs neurotrophiques pour sauver les neurones 

en souffrance chez les patients SLA mais les résultats n’ont pas été à la hauteur des espérances 

compte tenu de la faible biodisponibilité et de leur faible délivrance aux MN. Ainsi, deux 

études ont montré un effet très modeste (Borasio et al., 1998; Lai et al., 1997) et une autre 

pas d’effets du tout (Sakowski et al., 2009; Sorenson et al., 2008). 
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4.3.2. Thérapies cellulaires 

A l’origine, l’utilisation de cellules souches avait pour but de remplacer les populations 

neuronales perdues. Cependant, cette idée c’est rapidement heurté à l’incapacité de ces 

cellules indifférenciées à devenir des neurones et à émettre un axone sur de longues 

distances, le tout dans un environnement neurodégénératif défavorable. Par la suite, les 

cellules souches ont été utilisées comme support neurotrophique permettant l’apport de 

nutriments et de facteurs neuroprotecteur permettant la protection et l’amélioration de la 

survie des MN (Goutman, 2017). La majorité des essais cliniques se basent sur la 

transplantation de cellules autologues pour éviter les rejets du système immunitaire et 

l’utilisation de cellules non-neuronales à cause de l’environnement neurodégénératif dans 

lequel ces cellules sont injectées (Martinez et al., 2017). Différents types de cellules ont été 

utilisées comme les cellules souches mésenchymateuses (Karussis et al., 2010; Oh et al., 2016; 

Staff et al., 2016; Sykova et al., 2017), les cellules souches hématopoïétiques (Blanquer et al., 

2012; Garcia Santos et al., 2016) et les progéniteurs neuronaux fœtaux (Feldman et al., 2014; 

Glass, 2012; Glass et al., 2016; Mazzini et al., 2018). 

La plupart des études ont engagé très peu de patients, provenant généralement d’un 

seul centre SLA et ont été conduites avec des protocoles différents et les paramètres mesurés 

différent également (Mazzini et al., 2018). Compte tenu de la faiblesse des effectifs, du 

manque de contrôle et de placebo, aucune conclusion ne peut être retenue quant à l’efficacité 

de ces méthodes. En revanche, toutes les études s’accordent à dire que l’injection de cellules 

souches est sans risque et bien tolérée par les patients SLA, même si des données sur le long 

terme manquent encore (Mazzini et al., 2018). Le choix du site d’injection (intraspinale, 

intraveineux, intrathécale) doit encore être mieux défini et le dosage optimal n’est pas encore 

déterminé. Il reste donc encore plusieurs ajustements à faire avant de pouvoir tester 

l’efficacité de ces méthodes, en plus de la standardisation des protocoles. 

 

4.3.3. Thérapies géniques 

La thérapie génique est une technique qui consiste à introduire du matériel génétique 

dans des cellules cibles pour corriger une anomalie. Cela peut passer par le remplacement ou 

la suppression d’un gène défectueux mais aussi par l’apport d’un nouveau gène. Plusieurs 

techniques existent parmi lesquelles on retrouve les oligonucléotides antisens (OAS). Il s’agit 
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de petits fragments d’ARN qui lient une partie bien spécifique des ARNm pour bloquer la 

production des protéines associées.  

Le succès de la thérapie génique dans le cas de l’amyotrophie spinale infantile a suscité 

beaucoup d’espoir pour les patients SLA ayant des formes familiales. En effet, dans cette 

maladie, une mutation du gène SMN1 induit une mortalité dès les premières années de vie de 

l’enfant, en raison de son incapacité à développer ses capacités motrices. L’administration 

d’OAS permettant d’augmenter la quantité de protéines SMN1 fonctionnelle, ou l’injection 

d’un virus contenant le gène sain SMN1, chez des enfants tout juste diagnostiqués, 

permettent une récupération fonctionnelle motrice impressionnante et une augmentation 

nette de leur espérance de vie (Finkel et al., 2017; Wood et al., 2017). Ces techniques 

pourraient être appliquées aux patients SLA présentant des mutations génétiques pour les 

corriger, notamment en utilisant des OAS qui bloqueraient la production de protéines mutées, 

qui bien souvent gagnent une fonction toxique. Idéalement, il faudrait cibler uniquement les 

transcrits portant les aberrations génétiques et laisser les transcrits sains être traduits en 

protéines, lorsque cela est possible. Il y a encore beaucoup de recherches précliniques à faire 

pour comprendre comment se comportent les différentes mutations chez les patients SLA. Un 

autre problème est que chez la plupart des patients SLA, il n’y a pas de mutations génétiques 

connues. Il serait donc intéressant de développer des stratégies thérapeutiques ne visant pas 

directement les mutations mais plutôt visant les voies impliquées dans la pathogénicité de la 

SLA (Klim et al., 2019). 
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CHAPITRE III : Cortex cérébral et sclérose latérale 

amyotrophique 

 

 

1. Place du cortex dans la recherche sur la SLA 

La SLA implique plusieurs systèmes et plusieurs types cellulaires. Néanmoins, les 

principaux signes cliniques émanent de la perturbation de l’axe moteur NCS-MN-Muscle. La 

SLA peut se définir de façon simple comme étant une maladie neurodégénérative caractérisée 

par la perte progressive, conjointe et sélective des NCS et des MN. Malgré cette simplification, 

il est effarant de constater que le cortex et les NCS ont été négligés dans les recherches 

précliniques (Figure 15). Pourtant, de plus en plus d’études cliniques chez les patients 

s’accordent à penser que le cortex moteur et ses projections jouent un rôle prépondérant 

dans le déclenchement et la progression de la SLA. Les découvertes récentes en imagerie 

médicale, en génétique et en électrophysiologie ont permis de faire un grand pas dans la 

compréhension des dysfonctionnements du cortex cérébral et des voies corticogufes chez les 

patients SLA (Eisen et al., 2017; Verde et al., 2017).  

 

Figure 15 : Les neurones corticospinaux sont peu représentés dans les études précliniques. 

Graphique représentant le pourcentage d’études conduites chez la souris impliquant les 

différents types cellulaires affectés dans la SLA. Les chiffres ont été obtenus en réalisant une 

recherche PubMed à l’aide des mots clefs « ALS » et « Mice » et chacun des types cellulaires 

représentés. 
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Plusieurs raisons peuvent expliquer la négligence du cortex et des NCS dans les 

recherches précliniques. Premièrement, l’émergence de données montrant une 

dégénérescence primaire des jonctions neuromusculaires avant les MN (Fischer et al., 2004) 

a contribué à faire de la perte des NCS une conséquence secondaire. Or, on sait que la 

dégénérescence Wallérienne des MN, n’indique pas s’ils sont affectés avant ou après les NCS 

(Eisen et al., 2017). Deuxièmement, un manque de technique permettant l’étude du cortex et 

des NCS a freiné les recherches dans les modèles de SLA. Les NCS représentent une petite 

population de neurones parmi de nombreuses autres formant l’hétérogénéité cellulaire et 

moléculaire du cortex. Il n’existe pas à l’heure actuelle de marqueur spécifique permettant de 

les identifier et de les distinguer des autres neurones à projections subcérébrale de la couche 

V, et seul un marquage rétrograde permet de les marquer sélectivement. Cela représente un 

travail fastidieux par rapport aux simples immunomarquages que l’on peut réaliser dans la 

moelle épinière pour identifier les MN. Les techniques permettant de tester le 

fonctionnement du cortex, des NCS et du tractus corticospinal sont également bien plus 

lourdes et contraignantes à mettre en place chez la souris. Il n’existe pas de culture cellulaire 

permettant de modéliser les NCS alors que le développement de culture de MN de souris et 

même de MN à partir de cellules souches pluripotentes induites est déjà bien avancé (Van 

Damme et al., 2017). Troisièmement, les différences d’organisation des systèmes moteurs 

humain et murin ont questionné la pertinence des modèles animaux de la SLA. Cependant, 

malgré ces différences, certains modèles murins récapitulent bien les symptômes typiques de 

la SLA. En dépits de leurs limites, les modèles murins et notamment les souris Sod1, restent 

actuellement les meilleures modélisations de la SLA puisqu’un nombre non négligeable de 

liens entre les patients et les souris ont déjà pu être établis (De Giorgio et al., 2019). 

 

2. Dysfonctionnements corticaux 

 

2.1 Chez les patients SLA 

L’imagerie médicale permet l’exploration non invasive du cerveau, et notamment du 

cortex cérébral, et constitue l’un des moyens de suivi longitudinal des patients atteints de SLA. 

Ainsi, il a été observé par IRM quantitative, un amincissement cortical au niveau de l’aire M1, 

du lobe temporal et du lobe pariétale (Turner et al., 2007; Verstraete et al., 2012; Verstraete 
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et al., 2011). De manière remarquable, il a été démontrer que l’amincissement au niveau 

temporal corrèle négativement avec la vitesse de progression de la maladie (Verstraete et al., 

2012). Une récente méta-analyse d’études IRM a montré une réduction signification de la 

matière grise dans le gyrus précentral droit et dans le cortex frontal inférieur bilatéral (Shen 

et al., 2016). D’autre part, la perte de matière blanche au niveau du corps calleux est 

régulièrement retrouvée chez les patients SLA (Filippini et al., 2010). Des études de 

spectrométrie par résonnance magnétique ont permis de mettre en lumière les altérations de 

certaines molécules. Chez les patients SLA, il existe une réduction marquée de N-acetyl 

aspartate par rapport à la choline et à la créatine dans le cortex moteur et tout le long du TCS 

(Pyra et al., 2010; Sivak et al., 2010). De plus, ces taux diminuent avec l’avancée de la maladie 

selon un suivi longitudinal (Unrath et al., 2007). Ces altérations traduisent une souffrance des 

neurones et une neurodégénérescence progressive (Atassi et al., 2017). Le GABA semble 

diminué dans le cortex moteur de patients SLA (Foerster et al., 2014), et le glutamate est 

retrouvé parfois augmenté, (Han and Ma, 2010; Pioro et al., 1999), parfois diminué (Atassi et 

al., 2017; Bowen et al., 2000) (Figure 16). 

L’environnement cortical est aussi sujet au changement, notamment à cause de la 

présence d’un phénomène de neuroinflammation. Des études histopathologiques ont montré 

que les cellules de Betz étaient anormalement entourées de cellules gliales réactives, 

notamment autours des dendrites apicales (Hammer et al., 1979; Nagy et al., 1994; Troost et 

al., 1992). En plus de cette action locale, il existe une neuroinflammation plus diffuse, touchant 

l’ensemble du cortex primaire mais aussi de zone non motrice comme le cortex préfrontal. En 

effet, des études de tomographie par émission de positons utilisant des marqueurs spécifiques 

des microglies et des astrocytes ont pu montrer leurs activations respectives, même à des 

stades de début de maladie (Corcia et al., 2012; Turner et al., 2004; Zurcher et al., 2015). Une 

étude récente a montré que l’activation gliale accompagne les lésions corticales (Alshikho et 

al., 2016). 

Au sein du cortex, on observe de nombreuses altérations des interneurones, pouvant 

être accompagnées de la perte d’une ou plusieurs populations interneuronales. L’observation 

des marquages parvalbumine, calbindine et somatostatine, caractéristiques de certaines sous 

populations d’interneurones ont montré une nette perte dans le cortex cérébral en post-

mortem (Maekawa et al., 2004; Nihei et al., 1993). La baisse des niveaux de GABA corticaux 

(Foerster et al., 2012) et la baisse de l’expression du gène encodant la sous-unité alpha 1 du 
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récepteur GABAa (Petri et al., 2006; Petri et al., 2003) confirment la perte de des populations 

d’interneurones. 

 

Figure 16 : Atteintes des centres supraspinaux chez les patients SLA. Résumé des principales 

atteintes au niveau cortical et sous cortical chez les patients SLA, démontré par des techniques 

d’imagerie fonctionnelles (cadres rouges) et structurales (cadres bleus). (Adaptation de (Chiò 

et al., 2014)). 

 

La reconstruction du connectome des patients SLA par imagerie en tenseur de 

diffusion a permis de mettre en évidence une atteinte des réseaux neuronaux dans les régions 

motrices primaires et secondaires ainsi que dans les régions avoisinantes (Verstraete et al., 

2011). Le suivi longitudinal des patients a quant à lui montré une altération progressive au 

cours du temps de la structuration du connectome. Les régions motrices sont les premières 

altérées puis s’en suit les régions où projettent les neurones des régions motrices comme les 

lobes frontaux et pariétaux (Verstraete et al., 2014a). L’observation longitudinale de l’intégrité 

des tractus a montré une altération séquentielle des différents tractus émanant du cortex 

(Kassubek et al., 2014). L’analyse des réseaux de repos par IRM fonctionnelle a révélé une 

augmentation de la connectivité fonctionnelle chez les patients symptomatique dans les 

réseaux impliquant les aires sensorimotrices, somatosensorielles et le réseau cortico-striatal 

(Agosta et al., 2014; Agosta et al., 2010; Fekete et al., 2013) L’augmentation de la connectivité 

pourrait être un mécanisme compensatoire intervenant aux premiers stades de la maladie 
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(Agosta et al., 2018). En effet, une augmentation de la connectivité fonctionnelle a été 

détectée dans des réseaux moteur chez des porteurs de mutations et des patients dans les 

premiers stades de la maladie (Schulthess et al., 2016). La tomographie par émission de 

positrons au 18F-fluorodésoxyglucose a permis d’étudier le métabolisme du glucose dans le 

cerveau des patients SLA et de montrer un hypo-métabolisme dans le cortex moteur et un 

hyper-métabolisme dans d’autres régions motrices comme le tronc cérébral et le cervelet 

(Pagani et al., 2014; Van Laere et al., 2014). 

Dans leur ensemble, les altérations du cortex moteur révélées par l’imagerie 

structurelle et fonctionnelle corrèlent avec l’évolution clinique des patients, et ce, de manière 

précoce (Agosta et al., 2018). 

 

2.2 Chez la souris 

Pour des raisons techniques, il est plus difficile d’étudier le cortex cérébral et ses 

altérations chez la souris. Néanmoins, de nombreuses études ont pu montrer que les souris 

modélisant la SLA sont capables de récapituler les altérations présentent chez les patients. 

Chez les souris SOD1G93A, le poids global du cerveau est réduit au stade terminal de la 

maladie mais l’épaisseur corticale n’a jamais été analysée (Zang and Cheema, 2002). Une 

étude en IRM structurale a permis de mettre en évidence une perte du volume du cortex 

sensorimoteur, du striatum et de la capsule interne chez les souris SOD1G93A (Petrik et al., 

2007). Une étude récente a pu tester l’intégrité des tractus chez les souris SOD1G93A par 

imagerie en tenseur de diffusion. Les auteurs ont montré des anormalités dans l’organisation 

des axones dans le corps calleux, le cortex moteur et l’hippocampe à des âges 

présymptomatiques (Gatto et al., 2019). Ces altérations ont également conformé en histologie 

dans la même étude (Gatto et al., 2019). Les études du connectome chez la souris sont 

difficilement réalisables. Cependant, l’utilisation de virus rétrograde permet la quantification 

des projections d’une structure à un instant t. Cette technique a mis en évidence une 

augmentation des projections du cortex somatosensoriel vers le cortex moteur primaire à des 

âges présymptomatiques chez les souris SOD1G93A. Avec l’avancement de la maladie, les 

projections du thalamus, du cortex auditif, et du cortex moteur primaire contralatéral 

augmentent vers le cortex moteur primaire (Commisso et al., 2018). Ces résultats vont dans 

le sens de ceux trouvés chez les patients SLA. 
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Les altérations du système inhibiteur cortical et des interneurones sont retrouvées 

dans plusieurs modèles murins de SLA. En effet, les souris SOD1G93A récapitulent la perte des 

interneurones inhibiteurs exprimant la calrétinine dans les couches supérieures du cortex au 

stade symptomatique (Clark et al., 2017). De manière intrigante, on observe chez ces animaux, 

une diminution des interneurones inhibiteurs exprimant le neuropeptide Y lors de l’apparition 

des symptômes suivie d’une augmentation au stade final de la maladie (Clark et al., 2017). 

L’analyse électrophysiologique des caractéristiques des interneurones de souris SOD1G93A en 

culture a montré une réduction de leur excitabilité et une diminution de la complexité des 

neurites ainsi qu’une morphologie anormale (Clark et al., 2018). Chez les souris TDP-43A315T, 

on observe une diminution du nombre de synapses GABAergiques sur les neurones 

pyramidaux de la couche V du cortex moteur (Zhang et al., 2016). De plus, dans ce modèle les 

interneurones exprimant la somatostatine sont hyperactivés et les interneurones exprimant 

la parvalbumine sont hypoactivés (Zhang et al., 2016). La dérégulation des interneurones 

conduit alors à la dérégulation de la balance excitation/inhibition corticale et participe au 

phénomène d’hyperexcitabilité. 

 

2.3 Hyperexcitabilité corticale 

D’un point de vue électrophysiologique, l’hyperexcitabilité corticale se définit comme 

une réponse augmentée ou exagérée face à un stimulus qui aurait dû provoquer une réponse 

dite normale (Bae et al., 2013). L’hyperexcitabilité corticale est une marque pathologique que 

l’on retrouve chez quasiment tous les patients SLA, qu’il s’agisse de cas familaux (SOD1, FUS, 

C9ORF72) ou sporadiques (Blair et al., 2010; Mills and Nithi, 1997; Vucic et al., 2008; Williams 

et al., 2013). En clinique, l’hyperexcitabilité corticale est généralement mesurée par 

stimulation magnétique transcranienne (SMT). Cette technique permet de tester l’intégrité 

des circuits neuronaux corticaux facilitateurs et/ou inhibiteurs en stimulant le cortex moteur 

et en enregistrant les réponses musculaires par des électrodes de surface (Wagle-Shukla et 

al., 2009). Parmi les composantes inhibitrices qui influencent l’excitabilité corticale, il existe 

l’inhibition intracorticale à courte latence (ou SICI pour short-interval intracortical inhibition). 

Chez les patients SLA, cette composante est fortement réduite, impliquant que le seuil pour 

déclencher un évènement moteur est réduit. Cette altération est déjà présente chez les 

porteurs de mutations SOD1 asymptomatiques, suggérant une mise en place précoce de 
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l’hyperexcitabilité (Menon et al., 2015; Vucic and Kiernan, 2006; Williams et al., 2013) (Figure 

17) 

 

Figure 17 : L’hyperexcitabilité corticale dans la SLA. A) Un déséquilibre pathologique de la 

balance excitation/inhibition se produit dans le cortex des patients SLA. Le cortex cérébral 

devient hyperexcitable suite à plusieurs dérégulations. B) La perte de l’inhibition corticale 

enregistrée par stimulation transcrânienne met en évidence les défauts du système inhibiteur 

GABAergique présent chez les patients SLA. Abréviations : NCS : neurones corticospinaux ; 

SICI : inhibition intracorticale à intervalle court. (Adaptation de (Geevasinga et al., 2016)). 

 

Les mécanismes sous-jacents de l’hyperexcitabilité corticale ne sont pas encore bien 

connus. Néanmoins, plusieurs mécanismes ont été avancés. Les interneurones inhibiteurs, 

notamment GABAergiques jouent un rôle essentiel dans le maintien de la balance 
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excitation/inhibition au niveau du cortex. Ils interviennent notamment dans le phénomène de 

SICI, qui est réduit chez les patients SLA. Le système inhibiteur cortical est fortement altéré 

aussi bien chez les patients que dans les modèles animaux, avec notamment une perte des 

interneurones et plusieurs preuves de leurs dysfonctionnements (Turner and Kiernan, 2012). 

Ces perturbations des circuits inhibiteurs pourraient conduire à une perte de l’inhibition 

corticale et favoriserait donc l’hyperexcitabilité observée (Bae et al., 2013; Do-Ha et al., 2018). 

Une étude récente chez l’Homme suggère que l’hyperexcitabilité proviendrait du 

dysfonctionnement d’interneurones inhibiteurs de premier ordre en plus d’une activité accrue 

des interneurones inhibiteurs de second ordre, induisant finalement une désinhibition des 

NCS (Van den Bos et al., 2018). Cette étude a également montré pour la première fois une 

augmentation des circuits de facilitations qui peuvent augmenter l’activité électrique des NCS. 

Cette étude suggère donc une plus large perturbation de la balance excitation/inhibition 

conduisant à l’hyperexcitabilité (Van den Bos et al., 2018). 

A l’heure actuelle, aucune étude n’a testé l’hyperexcitabilité corticale dans les modèles 

animaux. Néanmoins, au laboratoire, des études préliminaires ont montré que les souris 

Sod1G86R présentent une hyperexcitabilité corticale et ce également de manière précoce à des 

stades présymptomatiques. 

 

3. Dégénérescence et altérations des NCS 

 

3.1 Chez les patients SLA 

Charcot était le premier à montrer des lésions corticales et à mettre en évidence la 

perte des NCS au sein du cortex moteur. Plus récemment, des analyses post-mortem de 

cerveaux de patients SLA sont venues confirmer, avec d’autres techniques, la perte des NCS 

dans la couche V (Hammer et al., 1979; Mochizuki et al., 1995; Nihei et al., 1993; Sasaki and 

Iwata, 1999b). 

Les études histopathologiques sur les NCS sont rares et se concentrent généralement 

sur les cellules de Betz qui sont des neurones pyramidaux géants, une sous population de NCS. 

En plus de leur dégénérescence, de nombreuses altérations morphologiques ont été décrites 

sur les neurones encore présent dans la couche V du cortex des patients SLA (Figure 18). 
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Figure 18 : Atteintes histopathologiques des neurones corticospinaux chez les patients SLA. 

A) L’examen post mortem de cerveau de patients SLA montre une perte importante des 

cellules de Betz dans la couche V du cortex moteur, révélée par un marquage 

immunohistochimique SMI-32. B) Ce sont surtout les cellules ayant une aire importante qui 

dégénèrent et celles restantes ont un soma plus petit. C) Les dendrites apicales sont fortement 

endommagées chez les patients SLA et présentent d’importante vacuoles. (Résultats tirés de 

(Nihei et al., 1993; Genc et al., 2017)). 
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 En effet, les NCS restant sont atrophiés et le diamètre de leur corps cellulaire est réduit 

(Genc et al., 2017; Hammer et al., 1979; Kiernan and Hudson, 1991). En plus de la 

dégénérescence des axones présents dans le tractus corticospinal (Murayama et al., 1992; 

Tsuchiya et al., 2002), les NCS perdent également leurs dendrites apicales et le nombre 

d’épines dendritiques est fortement diminué (Genc et al., 2017; Nihei et al., 1993). La 

présence de vacuoles le long des dendrites apicales (Genc et al., 2017) et de changements au 

sein même des dendrites, mis en évidence par la présence d’agrégats formés de 

mitochondries et de vésicules (Sasaki and Maruyama, 1994), pointent les nombreux 

dysfonctionnements des cellules de Betz (Figure 18). Toujours au niveau intracellulaire, on 

retrouve également plusieurs types d’inclusions cytoplasmiques pathologiques positives pour 

TDP-43, ubiquitine, neurofilaments phosphorylés, P62 (Braak et al., 2017; Brettschneider et 

al., 2013a; Murayama et al., 1992; Troost et al., 1992). Ces études tendent à montrer qu’au 

sein du cortex, les NCS souffrent et perdent leurs fonctionnalités et leurs connexions. En effet, 

c’est dans les dendrites apicales que les cellules de Betz intègrent et modulent les 

informations qu’elles reçoivent de la part de neurones projetant depuis le thalamus, 

l’hémisphère controlatéral ou provenant de circuits locaux. Ces modifications ont de 

nombreuses conséquences sur l’intégrité de l’ensemble de ces circuits (Dervishi and Ozdinler, 

2018). 

 

3.2 Chez la souris 

Chez les souris SOD1G93A, trois études ont montré une perte progressive et précoce des 

NCS et de leurs axones, par marquage rétrograde depuis le funicule dorsal de la moelle 

épinière (Ozdinler et al., 2011; Yasvoina et al., 2013; Zang and Cheema, 2002). Des résultats 

similaires ont été obtenus grâce au croisement génétique des souris SOD1G93A et UCHL1-eGFP 

qui expriment le gène de l’eGFP sous le contrôle du promoteur du gène de l’ubiquitine 

carboxy-terminal hydroxylase L1 (UCHL1), permettant le marquage spécifique des neurones 

pyramidaux excitateurs de la couche V du cortex cérébral (Yasvoina et al., 2013). Deux 

techniques différentes ont donc pu mettre en évidence la dégénérescence des NCS chez les 

souris SOD1G93A. D’autres modèles surexprimant des mutations différentes ont également été 

étudiés. C’est le cas des souris TDP-43A315T où l’on observe une perte des NCS dès le début de 

la phase symptomatique (Handley et al., 2017). Chez les souris PFN1G118V, une étude a montré 

la perte des neurones pyramidaux de la couche V du cortex moteur (Fil et al., 2017). Enfin, 
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chez les souris C9ORF72-BAC, les larges neurones pyramidaux dégénèrent au cours de la 

maladie (Chew et al., 2015; Liu et al., 2016). Toutes ces études montrent que la perte des NCS 

se retrouvent dans différents modèles murins, et sont donc pertinents pour l’étude de la SLA. 

Certaines études sont allées plus loin dans la caractérisation histopathologique des 

NCS. Tout comme chez les patients SLA, on retrouve une dégénérescence du tractus 

corticospinal accompagné d’une perte des dendrites apicales et une diminution des épines 

dendritiques des NCS avec la présence de vacuoles chez les souris SOD1G93A (Fogarty et al., 

2016a; Fogarty et al., 2016b; Fogarty et al., 2015; Jara et al., 2012; Ozdinler et al., 2011; 

Yasvoina et al., 2013). De manière très intéressante, chez les souris SOD1G93A et TDP-43Q331K, 

les changements morphologiques observés au niveau des dendrites et des épines 

dendritiques sont des évènements très précoces qui arrivent bien avant l’apparition des 

premiers symptômes (Fogarty et al., 2016a; Fogarty et al., 2016b; Handley et al., 2017; Jara et 

al., 2012; Ozdinler et al., 2011). Les souris TDP-43A35T présentent une accumulation 

d’inclusions cytoplasmiques positives pour l’ubiquitine dans les neurones de la couche V du 

cortex moteur, avec une altération des dendrites apicales, entourées d’une astrogliose et 

d’une microgliose. Ces études confirment également la perte des NCS et la dégénérescence 

du tractus corticospinal (Handley et al., 2017; Herdewyn et al., 2014; Jiang et al., 2019; 

Wegorzewska et al., 2009; Zhang et al., 2016). Enfin, chez les souris PFN1G118V, la perte des 

NCS est accompagnée d’une vacuolisation des dendrites et d’une pathologie TDP-43 (Fil et al., 

2017). 

Au laboratoire, dans une étude à laquelle j’ai participé, nous avons montré que chez 

les souris Sod1G86R, les NCS dégénèrent progressivement le long de l’axe rostro-caudal en 

commençant par les régions les plus caudales puis en progressant vers les régions plus 

rostrales (Marques et al., 2019b). Chez la souris, les régions caudales projettent vers les 

membres postérieurs, or chez les souris Sod1G86R, les premiers symptômes moteurs ont lieux 

dans cette partie du corps. Ainsi, chez les souris Sod1G86R il existe, comme chez les patients 

SLA, une relation somatotopique entre les altérations motrices et la dégénérescence des NCS 

et des MN (Marques et al., 2019b). De plus, cette perte initiale intervient dès 60 jours lorsque 

les souris sont encore asymptomatiques. Ainsi, la dégénérescence des NCS précède la perte 

de poids à 75 jours, la dénervation à 90 jours et la perte des MN au stade terminal de la 

maladie. Ces résultats inédits dans un modèle murin de SLA suggèrent une dégénérescence 

antérograde ayant pour origine le cortex moteur (Marques et al., 2019b). Les souris Sod1G86R 
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représentent donc un modèle pertinent pour étudier la contribution des NCS dans la SLA 

(Figure 13). 

 

4. Syndrome pyramidal et spasticité 

Une perte des NCS ou une lésion du tractus corticospinal induit un ensemble de 

symptômes et de signes cliniques regroupés sous le terme de syndrome pyramidal. On y 

distingue des signes négatifs et des signes positifs. Les signes négatifs reflètent ce qui est 

perdu et la sous activation des muscles induisant une parésie. En clinique, on observe ainsi 

une perte de la dextérité, de la force, de la coordination et du contrôle moteur. Les signes 

positifs traduisent une activité musculaire anormalement élevée induisant des mouvements 

involontaires. On observe une augmentation des réflexes cutanés (signe de Babinski), des 

spasmes, une hyperréflexie, une dystonie et de la spasticité. L’ensemble de ses symptômes et 

signes cliniques peuvent cohabiter chez les patients SLA et se retrouvent dans d’autres 

maladies comme la sclérose en plaque, les lésions de la moelle épinière et les accidents 

vasculaires cérébraux (Bhimani and Anderson, 2014; Segal, 2018; Sheean and McGuire, 2009). 

La spasticité est une composante du syndrome pyramidal parmi plusieurs autres. 

Cependant, sa définition est souvent utilisée de manière générique pour décrire les autres 

signes positifs du syndrome pyramidale. Il est donc important de bien définir ce qu’est la 

spasticité. La définition généralement acceptée est celle de Lance (1980) qui définit la 

spasticité comme étant « un désordre moteur caractérisé par une augmentation vitesse 

dépendante du réflexe tonique d’étirement (tonus musculaire) avec une exagération des 

réflexes ostéotendineux, résultant d’une hyperexcitabilité du réflexe d’étirement et qui est 

une des composantes du syndrome pyramidal » (Lance, 1980). Cette définition a le mérite 

d’être juste mais néanmoins imprécise car elle ne tient pas compte de l’aspect sensoriel de la 

spasticité. En effet, les troubles spastiques sont dus à l’altération du traitement de 

l’information sensorielle au sein de la moelle épinière et non pas à des changements 

musculaires. De plus, cette définition engendre des confusions avec les autres signes du 

syndrome pyramidal. Il faut distinguer la rigidité de la spasticité car la rigidité ne dépend pas 

de la vitesse. Les spasmes sont des tremblements involontaires et doivent aussi être 

distingués. Il est également important de noter que dans certaines conditions, les patients 

spastiques n’ont pas d’hyperréflexie. Pour chaque question scientifique ou clinique, il est donc 
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important de bien définir la spasticité (Bhimani and Anderson, 2014; Nielsen et al., 2007; 

Sheean and McGuire, 2009; Sinkjaer et al., 1993; Trompetto et al., 2014). 

La spasticité est une manifestation clinique qui s’installe progressivement chez les 

patients atteints de SLA. Ce phénomène neurologique est intrinsèquement variable. Ainsi, le 

degré de spasticité peut varier au cours de la journée chez un même individu, il dépend de 

l’activité, de la fatigue et des habitudes du patients. La spasticité reste donc très difficilement 

quantifiable. Elle reflète les changements plastiques des réseaux de neurones et 

d’interneurones de la moelle épinière, après une lésion de la moelle épinière et/ou une perte 

des contrôles moteurs supérieurs. La spasticité interfère avec les fonctions motrices 

résiduelles et peut induire de fortes douleurs. Parmi les signes et symptômes du syndrome 

pyramidal, elle est la seule composante à pouvoir être traitée. Cependant, dans certains cas 

de pertes motrices importantes, elle peut faciliter la marche et certains mouvements en 

maintenant l’activité motrice. Pour cela, elle n’est pas systématiquement traitée et requiert 

un dialogue et une évaluation constante avec le patient. 

 

4.1 Pathophysiologie de la spasticité 

L’établissement de la spasticité combine les perturbations des influences spinales et 

supraspinales sur les MN ainsi que les changements intrinsèques aux MN. Plusieurs 

mécanismes ont été proposés pour expliquer la pathophysiologie de la spasticité dont les 

causes sont sûrement multiples. 

 

4.1.1. Influences spinales sur les MN 

Le réflexe d’étirement est modulé par une connexion excitatrice entre les fibres Ia 

provenant du fuseau neuromusculaire et les MN permettant ainsi l’excitation de ce dernier et 

la contraction du muscle en réponse à son étirement. Dans le cadre de la spasticité, les fibres 

Ia seraient hyperexcitables et conduiraient à une activation anormale des MN et une 

augmentation de la contraction musculaire. Cependant, aucune preuve de décharge plus 

importante des fibres Ia n’a jamais pu être trouvée (Nielsen et al., 2007; Wilson et al., 1999a; 

Wilson et al., 1999b). 

Différentes voies réflexes conduisant à l’inhibition des MN peuvent se retrouver 

diminuées chez les patients spastiques et ainsi conduire à l’hyperexcitabilité des MN (D'Amico 
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et al., 2014; Nielsen et al., 2007) (Figure 19). On retrouve réduit chez les patients spastiques 

l’inhibition présynaptique des fibres Ia qui permet de réduire leurs potentiels postsynaptiques 

excitateurs et donc de réduire leur pouvoir excitateur sur les MN. (Faist et al., 1994; Katz, 

1999; Nielsen et al., 1995). L’inhibition réciproque Ia, qui assure que le muscle antagoniste 

soit relâché quand le muscule agoniste, est contracté est également diminuée (Crone et al., 

2003; Crone et al., 1994). Les patients ayant une paraplégie progressive ou une SLA ont une 

diminution de l’inhibition récurrente qui est médiée par les cellules de Renshaw qui reçoivent 

des collatérales excitatrices des MN et projettent directement sur ces mêmes MN ainsi que 

sur les interneurones Ia. En revanche cela n’a pas été montré dans d’autres cas de spasticité 

(Mazzocchio and Rossi, 1997; Raynor and Shefner, 1994). On constate chez les patients 

spastiques une diminution de l’inhibition autogénique Ib qui est activée par les fibres Ib 

provenant de l’organe tendineux de Golgi et médiée par les interneurones Ib qui projettent 

sur les MN du même muscle (Gossard et al., 1994; Wargon et al., 2006). La dépression post-

activation est une diminution des neurotransmetteurs libérés par les fibres Ia après plusieurs 

stimulations répétées. Chez les patients ce phénomène est diminué et permet une 

surstimulation des MN (Trompetto et al., 2013) (Figure 19). 

 

 

 

Figure 19 : Influences spinales sur l’excitabilité des motoneurones. De nombreux circuits 

locaux dans la moelle épinière vont réguler l’activité des motoneurones (MN). La cellule de 

Renshaw et les interneurones inhibiteurs et excitateurs sont aux cœurs de ces circuits. Leurs 

projections viennent directement inhiber ou exciter les MN. (Adaptation de (Segal et al., 

2018)). 
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4.1.2. Influences supraspinales sur les MN 

Plusieurs voies descendantes modulent l’excitabilité des MN et peuvent faciliter ou 

inhiber les réflexes spinaux. Les MN sont notamment sous le contrôle inhibiteur de la 

formation réticulée ventromédiane qui projette via le tractus réticulospinal dorsal. Cette 

structure est sous le contrôle excitateur du cortex prémoteur, via les fibres corticobulaire 

(Magoun and Rhines, 1946). Les MN sont également sous le contrôle excitateur de la 

formation réticulée dorsale et du noyau vestibulaire latéral qui projettent respectivement via 

le tractus réticulospinal ventral et le tractus vestibulospinal (Segal, 2018; Trompetto et al., 

2013) (Figure 20).  

 

Figure 20 : Influences supraspinales sur les réflexes de la moelle épinière. De nombreuses 

influences supraspinales descendantes régulent les circuits spinaux locaux et les 

motoneurones qui in fine modifient les réflexes. La formation réticulée ventromédiale a une 

influence inhibitrice sur les circuits des réflexes spinaux tandis que la formation réticulée 

dorsale et le noyau vestibulaire latéral ont des influences excitatrices. De plus ces deux 

dernières structures ont aussi des influences inhibitrices sur les réflexes des extenseurs. Le 

noyau rouge permet d’inhiber le noyau vestibulaire latéral (Adaptation de (Segal et al., 2018)). 
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L’observation de patients ayant eu des AVC localisés au niveau du système pyramidal, 

précisément aux pyramides bulbaires (Bucy et al., 1964) et aux pédoncules cérébraux 

(Sherman et al., 2000) montre qu’ils ne présentent pas de spasticité. L’atteinte unique du NCS 

n’est donc pas capable d’engendrer de la spasticité (Trompetto et al., 2014). En revanche, 

lorsque les lésions sont localisées au niveau des voies corticobulbaire, réticulospinale et 

vestibulospinale, l’équilibre excitation/inhibition dans la moelle épinière est perturbé et cela 

induit de la spasticité (Segal, 2018; Trompetto et al., 2013). L’inclusion de la spasticité dans le 

syndrome pyramidal peut donc porter à confusion puisque les fibres corticospinales semblent 

n’avoir que peu de contribution dans l’établissement de la spasticité. Du moins, aucune 

n’étude n’a pu prouver leur implication. 

Les MN sont aussi sous l’influence de contrôles monoaminergiques provenant du tronc 

cérébral qui ont un effet excitateur. Suite à une lésion de la moelle épinière, des études ont 

montré que la perte des monoamines telles que la sérotonine et la noradrénaline contribue 

et renforce la spasticité. Dans un premier temps, la perte des monoamines réduit l’excitabilité 

des MN. Mais dans un second temps, les MN deviennent hypersensibles aux monoamines 

résiduelles et leurs récepteurs peuvent s’auto activer, ce qui entraine une hyperexcitabilité 

des MN (D'Amico et al., 2014; Murray et al., 2010; Murray et al., 2011; Rank et al., 2011). 

 

4.1.3. Changements intrinsèques aux MN 

Certains changements pathophysiologiques intrinsèques aux MN peuvent conduire au 

développement de la spasticité. Ces changements passent généralement par la modulation 

de l’activité électrique des MN. Il a été montré dans les modèles animaux que les courants 

persistant entrant sont chroniquement activés dans les MN après lésions de la moelle 

épinière. L’activation de ces courants permet aux MN de décharger de manière prolongée. En 

amplifiant et prolongeant l’activité des MN, ils conduisent au phénomène de spasticité 

(Heckmann et al., 2005; Li et al., 2007; Li and Bennett, 2003; Murray et al., 2010). Les canaux 

KCC2 participent à l’équilibre en chlore et jouent sur l’excitabilité des MN. Il a été montré que 

suite à des lésions de la moelle épinière, leur expression était fortement diminuée au niveau 

des MN, favorisant l’apparition de la spasticité (Boulenguez et al., 2010). 
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4.2 Traitement de la spasticité 

La spasticité est un symptôme invalidant et les contractions musculaires engendrées 

peuvent être très violentes et très douloureuses. L’objectif du traitement de la spasticité est 

de limiter les conséquences fonctionnelles occasionnées et d’augmenter au maximum le 

confort du patient. Les traitements de la spasticité incluent des thérapies manuelles 

physiques, des approches médicamenteuses et dans de rares cas, des interventions 

chirurgicales (Smania et al., 2010; Strommen, 2013; Thibaut et al., 2013). 

L’intervention d’un kinésithérapeute a pour but de prévenir l’apparition des 

contractures en réalisant des étirements (Bovend'Eerdt et al., 2008; Watanabe, 2004). Le 

renforcement musculaire peut également être préconisé mais aucune preuve de son efficacité 

n’existe (Thibaut et al., 2013). En complément de ces méthodes, l’utilisation de traitements 

pharmacologiques est nécessaire, mais il n’existe pas de consensus et ces molécules 

possèdent beaucoup d’effets secondaires centraux et périphériques avec souvent une forte 

toxicité hépatique (Smania et al., 2010; Thibaut et al., 2013). Parmi les molécules agissant au 

niveau central, la plus répandue est le Baclofen, un agoniste du GABA ayant une affinité 

spécifique au récepteur GABAb. Il réduit la spasticité en augmentant les influences inhibitrices 

dans la moelle épinière, notamment en augmentant l’inhibition présynaptique et en 

hyperpolarisant les fibres Ia (Hulme et al., 1985). Des benzodiazépines comme le diazépane 

ou le clonazepane peuvent être utilisés car ce sont des agonistes GABAA qui agissent sur la 

formation réticulée et les circuits locaux de la moelle épinière. Ainsi, ils augmentent 

l’inhibition présynaptique (Tseng and Wang, 1971). Il a été également proposé d’utiliser la 

Gabapentine qui possède une structure proche de celle du GABA. Elle réduirait la spasticité 

mais ses mécanismes d’actions ne sont pas encore compris (Formica et al., 2005). La tizanidine 

est un dérivé de l’imidazoline qui agit sur les récepteurs adrénergiques α2. Elle bloque la 

libération du glutamate et facilite la transmission glycinergique. Elle permet l’augmentation 

de l’inhibition présynaptique (Gelber et al., 2001). Une autre molécule utilisée agissant cette 

fois ci au niveau périphérique est le Dantrolène. Cet agent se lie aux récepteurs musculaires à 

la ryanodine et bloque ainsi la sortie du calcium des réticulums sarcoplasmiques. Le 

Dantrolène empêche donc la contraction musculaire et relaxe les muscles (Zhao et al., 2001). 

Des traitements réalisés par voie intramusculaire permettent de diminuer la spasticité 

de manière locale. L’injection de phénol et d’alcool, des agents neurolytiques, induit une 

dénervation chimique des axones des MN (Elovic et al., 2009) tandis que l’injection de toxine 
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botulique inhibe le relargage d’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire 

(Burbaud et al., 1996; McCrory et al., 2009). Ces substances permettent d’avoir une relaxation 

des muscles sans avoir les effets secondaires centraux. La stimulation électrique nerveuse 

transcutanée des muscles spastiques permet de réduire les symptômes. Cela interviendrait 

par la sécrétion d’endorphines qui réduirait l’excitabilité des MN. Cette technique nécessite 

encore des études plus approfondies (Sahin et al., 2012; Thibaut et al., 2013). 

Dans certains cas plus rares, les patients spastiques peuvent être amenés à subir une 

intervention neurochirurgicale visant à diminuer la contraction musculaire, de manière 

irréversible et définitive (Thibaut et al., 2013). 

 

4.3 Diagnostic de la spasticité 

Il n’existe pas à l’heure actuelle de consensus sur les méthodes de diagnostic de la 

spasticité. Les tests reposent sur des investigations biomécaniques et sur l’utilisation de 

mesures électrophysiologiques (Aloraini et al., 2015; Biering-Sorensen et al., 2006; Thibaut et 

al., 2013). 

Deux échelles sont principalement utilisées pour le diagnostic de la spasticité. L’échelle 

d’Ashworth et les modifications qui y ont été apportées mesurent le niveau de résistance à un 

étirement lors d’un mouvement passif (Bohannon and Smith, 1987). C’est l’échelle la plus 

utilisée, car elle est simple, rapide et ne nécessite pas d’instrument. Cependant, elle reste très 

fortement critiquée car elle ne tient pas compte de la vitesse du mouvement et dépend de 

l’expérimentateur car la mesure est subjective. L’échelle de Tardieu prend en compte la 

vitesse du mouvement dans sa mesure de la résistance à l’étirement et considère l’angle de 

l’articulation lors du mouvement (Haugh et al., 2006). Cette échelle est également critiquée 

pour son manque d’objectivité, de fiabilité et sa variabilité d’un examinateur à l’autre. Une 

autre méthode biomécanique est le test du pendule de Wartenberg (Bajd and Vodovnik, 

1984). Dans ce test, les pieds du patient sont dans le vide et l’examinateur redresse la jambe 

à l’horizontale puis la jambe est relâchée et retombe sous l’effet de la gravité. On tient alors 

compte de la vitesse et de l’angle des articulations. 

Ces mesures cliniques sont généralement complétées avec des tests 

électrophysiologiques qui mesurent l’activation des réflexes et leurs composantes. Les 

électromyogrammes (EMG) peuvent enregistrer l’activité électrique des muscles en réponse 

à un stimulus électrique (Réflexe-H, F-Wave), en réponse à un stimulus mécanique (Réflexe-



Thibaut Burg 100 
 

T) et la réponse à un mouvement passif ou actif (réflexe d’étirement, test du pendule) 

(Voerman et al., 2009). La mesure du réflexe d’Hoffmann (Réflexe-H) est le test le plus 

communément utilisé pour le diagnostic de la spasticité (Figure 21). Ce réflexe spinal est induit 

par la stimulation électrique du nerf mixte périphérique. Cette stimulation provoque une 

impulsion qui traverse les fibres Ia et remonte jusqu’à la synapse avec le MN qui est alors 

activé et permet une contraction musculaire. C’est l’onde H (Angel, 1963; Jabre, 1981). Il y a 

également une onde M qui résulte de l’activation directe des MN lors de la stimulation du 

nerf. Les paramètres enregistrés, qui varient chez un patient spastique sont la latence, 

l’amplitude et le ratio H/M. Le réflexe-H reflète les changements d’inhibition et d’excitation 

des MN. Ainsi dans un muscle spastique l’onde H aura une latence plus faible et une amplitude 

plus élevée (Voerman et al., 2009) (Figure 21). Il n’en demeure pas moins que les méthodes 

électrophysiologiques ont également une certaine variabilité dans leurs mesures. Plusieurs 

paramètres peuvent influencer les enregistrements comme la position du patient, le 

placement des électrodes, les paramètres de stimulation, l’activité musculaire basale etc.  

 

Figure 21 : Le réflexe d’Hoffmann. A) Le réflexe d’Hoffmann (réflexe H) est évoqué par la 

stimulation électrique des fibres sensorielles Ia depuis le faisceau neuromusculaire. Ces fibres 
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vont exciter le motoneurone alpha, qui en retour va activer la contraction musculaire. 

L’activation du muscle est alors détectée par électromyographie (EMG). B) Lors d’un stimulus 

de force intermédiaire dans un nerf mixte, les fibres motrices et sensitives sont excitées. Cela 

conduit à la production d’une onde M résultante de l’activation des motoneurones alpha suivit 

d’une onde H qui est le réflexe produit par l’activation des fibres Ia. C) Les amplitudes des 

ondes M et H dépendent de l’intensité du stimulus. L’onde H est maximale lorsque l’onde M 

est faible. (Adaptation de (Kandel et al., 2012)). 

 

Le diagnostic de la spasticité est relativement aisé, cependant il est difficile d’évaluer 

le degré d’atteinte et son évolution dans le temps. Les méthodes biomécaniques et 

électrophysiologiques ne corrèlent que très peu entre elles. Le manque de sensibilité et les 

grandes variations restreignent le diagnostic à positif ou négatif, sans que l’on ait une 

quantification (Voerman et al., 2009). 

 

4.4 Spasticité et SLA 

La spasticité est un symptôme qui se retrouve chez 1/3 des patients SLA, à divers stades 

de la maladie, et demeure cliniquement très difficile à mettre en évidence et peut même être 

absente dans les muscles faibles et très atteints. En effet, les tests utilisés dépendent de 

l’intégrité des MN qui dégénèrent dans la SLA (Swash, 2012). Il y a donc très peu d’étude de 

la spasticité chez les patients ou dans les modèles animaux de SLA. Il est fort probable que les 

mécanismes pathophysiologiques de la spasticité soient différents chez les patients SLA en 

comparaison aux patients ayant des lésions de la moelle épinière, un AVC ou une sclérose en 

plaque. En effet, la SLA est un modèle unique de spasticité car la majorité des connexions 

cérébrospinales sont épargnées, il n’y a que le tractus corticospinal et raphé-spinal qui sont 

atteints. De plus, la dégénérescence progressive des MN et l’atteinte des muscles engendrent 

un terrain totalement différent pour l’élaboration de la spasticité. 

Plusieurs pistes ont été évoquées pour tenter de percer la pathophysiologie de la 

spasticité dans la SLA. A l’aide d’enregistrements électrophysiologiques sur des patients SLA, 

une première étude a suggéré une altération de l’inhibition présynaptique (Schieppati et al., 

1985). Une seconde étude a quant à elle suggérée que l’inhibition présynaptique n’était pas 

le seul mécanisme responsable de la spasticité mais qu’il y aurait également une baisse de 

l’inhibition récurrente des cellules de Renshaw (Raynor and Shefner, 1994). Ces deux études 
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restent purement corrélatives, encore très débattues, et rien ne nous indique clairement que 

ces mécanismes sont liés au développement de la spasticité. Ces changements pourraient être 

dus aux altérations intrinsèques liés à la dégénérescence des MN. 

Dans les modèles animaux porteurs de la mutation SOD1G93A, une étude des MN de la 

moelle épinière a montré une diminution de l’expression membranaire du cotransporteur 

KCC2 (Fuchs et al., 2010). Cette diminution entrainerait une perte fonctionnelle qui pourrait 

participer à l’élaboration de la spasticité en changeant l’excitabilité des MN (Boulenguez et 

al., 2010). Cependant, dans le même modèle, une autre étude a montré qu’il n’y a pas de 

changement de l’expression de KCC2 mais que la spasticité était due à une diminution du 

nombre de cellules de Renshaw entrainant une baisse de l’inhibition récurrente (Modol et al., 

2014). Néanmoins, ces études ne démontrent pas de lien de cause à effet.  

Au laboratoire, il a été récemment montré que les neurones sérotoninergiques 

présents dans le noyau raphé des patients SLA montrent des signes de neurodégénérescence, 

avec une dégénérescence neuritique et parfois même une perte du corps cellulaire. De plus, 

les MN perdent leur innervation sérotoninergique de façon importante (Dentel et al., 2013). 

On retrouve ces altérations dans le modèle murin Sod1G86R, où l’on voit clairement une 

dégénérescence précoce des neurones sérotoninergiques du noyau raphé. Cela fait lien avec 

la spasticité puisqu’une perte de ce type d’innervation participe très fortement au 

développement de la spasticité dans les cas de lésion de la moelle épinière (Murray et al., 

2010). Une seconde étude du laboratoire a montré que lorsqu’on enlève génétiquement la 

mutation Sod1G86R des neurones sérotoninergiques, on abolit la perte de ces neurones et on 

empêche le développement de la spasticité. Cependant, cela a un impact négatif sur les autres 

symptômes moteurs et on a une accélération du déclenchement de la maladie (El Oussini et 

al., 2017). 

Le paradigme principal dans la SLA est que la spasticité provient de la dégénérescence 

progressive des NCS et de la perte de la connexion entre ces derniers et les MN. Cependant, 

ce paradigme n’a jamais été prouvé. Et les études du laboratoire montrent l’implication du 

système sérotoninergique dans l’élaboration de la spasticité. Ce paradigme est donc 

fortement remis en cause et la question de l’implication des NCS dans la spasticité reste 

ouverte. 
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5. Initiation et propagation de la SLA : le débat 

Le site d’initiation et les mécanismes de propagation de la SLA restent une source 

intarissable de questionnements et d’hypothèses. Au fil des décennies, plusieurs grandes 

hypothèses ont été émises. Historiquement, la SLA a été décrite par Charcot comme étant une 

maladie neurodégénérative initiée au sein de cortex et des NCS et se propageant de manière 

descendante vers la moelle épinière et les MN pour finalement gagner les muscles. Dans cette 

vision de la SLA, la pathologie se propage selon un mode antérograde qui suit la direction des 

axones du système moteur (Charcot, 1869; Eisen et al., 1992). Depuis, deux autres scénarios 

ont été proposés : une progression rétrograde de la maladie des muscles vers le cerveau (Chou 

and Norris, 1993; Williamson and Cleveland, 1999), et une dégénérescence indépendante des 

NCS et des MN (Kiernan and Hudson, 1991; Pamphlett et al., 1995). Ces trois hypothèses sont 

toujours très débattues dans le domaine de la SLA (Figure 22). Pendant longtemps, 

l’hypothèse d’une dégénérescence rétrograde fut dominante, mais de récentes études 

génétiques, cliniques et histopathologiques chez l’Homme ainsi que des études précliniques 

dans les modèles animaux, suggèrent que le cortex cérébral serait le point d’origine de la SLA 

et que la pathologie se propagerait de manière antérograde (Braak et al., 2013; Eisen et al., 

2017; Verde et al., 2017). 

 

Figure 22 : Hypothèses de l’origine et de la propagation de la SLA. Trois hypothèses sur 

l’origine et la propagation de la SLA ont été émises. Pour l’instant, aucune d’entre elle n’a été 

complètement acceptée ou réfutée. L’hypothèse antérograde propose les neurones 
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corticospinaux et le cortex cérébral comme site d’initiation de la maladie, avec une 

propagation antérograde corticofuge. L’hypothèse rétrograde propose une initiation de la 

dégénérescence dans les extrémités distales des axones des motoneurones, avec une 

propagation rétrograde. Enfin, la troisième hypothèse propose une dégénérescence 

indépendante des deux populations neuronales. (Adaptation de (Taylor et al., 2016)). 

 

5.1 Hypothèse d’une dégénérescence indépendante 

Charcot était le premier à croire que la maladie se propageait de manière antérograde 

en suivant les axones des colonnes latérales de la moelle épinière où voyagent les axones des 

NCS. Dès 1886, les conclusions de Charcot ont été contestées par Gowers qui pensait que les 

lésions observées dans le cerveau et la moelle épinière se faisaient de manière indépendante. 

Cependant, cette dernière hypothèse n’a pas été retenue pendant plus de cent ans (Eisen and 

Weber, 2001). Au début des années 1990, deux études ont tenté de revisiter cette hypothèse 

en s’intéressant au lien histopathologique entre les NCS et les MN (Kiernan and Hudson, 1991; 

Pamphlett et al., 1995). Les auteurs ont voulu savoir si un évènement transneuronal 

secondaire à la perte des NCS pouvait être responsable de la perte des MN. 

Pour tester cette hypothèse, ils ont tenté de corréler la perte des NCS et des MN en 

mesurant les aires des cellules pyramidales de la couche V représentant les pieds et les mains 

ainsi que leurs MN correspondant au niveau spinal (Kiernan and Hudson, 1991) ou de corréler 

la densité de cellules restantes dans les régions corticales et spinales représentant la main et 

le bras (Pamphlett et al., 1995). Ces études n’ont pas pu trouver de corrélation, ou très faible, 

entre les atteintes corticales des NCS et celles spinales des MN. Les auteurs alors ont conclu 

que ces deux populations de neurones dégénéraient de manière indépendante, à des vitesses 

différentes, et qu’il n’y avait pas de mécanisme de propagation transneuronal.  

Les études corrélatives post-mortem sont très difficiles à interpréter chez l’homme car 

son système moteur est très complexe et la relation entre les NCS et les MN est multimodale. 

Une partie de la moelle épinière reçoit plusieurs inputs de plusieurs NCS (convergence) et un 

NCS peut innerver plusieurs parties de la moelle épinière, et indirectement contrôler des 

muscles antagonistes et agonistes (divergence) (Lemon, 2008). De plus, les réarrangements 

des connexions synaptiques sont fréquents et dépendent de l’expérience du sujet. Enfin, en 

fonction des différents muscles, le ratio de connections entre NCS et MN n’est pas le même. 

Tout cela rend l’interprétation de ces études très complexe (Eisen and Weber, 2001). 
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5.2 Hypothèse d’une propagation rétrograde 

Plusieurs observations chez les patients SLA et dans les modèles murins Sod1 ont 

conduit à l’élaboration de l’hypothèse d’une propagation rétrograde de la maladie et à la 

centralisation du MN dans la pathologie SLA. Dans cette hypothèse, c’est à l’extrémité distale 

et la jonction neuromusculaire que commence la maladie, qui progresse ensuite de manière 

rétrograde vers le corps cellulaire du MN puis gagne de neurone en neurone le cerveau et les 

NCS. L’évènement primaire se passe donc au niveau du muscle, les MN subissant une 

dégénérescence wallérienne (Dadon-Nachum et al., 2011). 

De manière intrigante, une étude a montré par des technique d’EMG une perte de MN 

chez des porteurs de mutations SOD1 présymptomatiques (Aggarwal and Nicholson, 2002). 

Dans le même sens, les altérations au niveau de la jonction neuromusculaire sont déjà 

observables bien avant l’apparition des symptômes (Frey et al., 2000). Une étude s’est 

intéressée au décours temporel de la pathologie chez les souris SOD1G93A et a montré que la 

dénervation arrive bien avant les symptômes, suivie de la perte des axones puis finalement 

de la perte des MN (Fischer et al., 2004). Ces résultats indiquent donc une neuropathie 

rétrograde qui commence en phase présymptomatique. D’autres études ont montré des 

altérations précoces dans la terminaison axonale des MN, notamment une accumulation 

d’inclusions cytoplasmiques, de neurofilaments (Zhang et al., 1997), la présence de 

mitochondries avec des formes anormales (Bendotti et al., 2001). De plus, il a été montré 

qu’avant l’apparition des signes cliniques, il y a déjà eu dénervation puis une réinnervation 

compensatoire au sein des muscles des patients SLA (Felice, 1997). Ces altérations conduisent 

ensuite à un défaut du transport antérograde et rétrograde (Williamson and Cleveland, 1999; 

Zhang et al., 1997). Un autre argument en faveur de cette hypothèse est l’accumulation de la 

protéine SOD1 dans les cellules de Schwann conduisant à la dénervation des jonctions 

neuromusculaires (Arbour et al., 2015). 

Le fait que les altérations du tractus corticospinal étaient surtout visibles dans les 

segments spinaux ont fait penser que la SLA était due à une axonopathie avec un phénomène 

de « dying back ». Mais la mise en évidence de la perte de larges axones dans le tractus 

pyramidal au niveau pontin a montré les limites de cette hypothèse (Eisen and Weber, 2001). 

De plus, le problème de toutes ces études citées est qu’elles ne s’intéressent jamais aux NCS, 

donc rien n’indique qu’ils ne dégénèrent pas avant les MN et les altérations des jonctions 

neuromusculaires. Une étude a montré que la vulnérabilité sélective des jonctions 
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neuromusculaires était due aux propriétés des axones des MN et non pas du muscle en lui-

même, remettant en question l’atteinte primaire du muscle (Pun et al., 2006). 

 

5.3 Hypothèse d’une propagation antérograde 

Ce sont les travaux d’Eisen (Eisen et al., 1992; Eisen and Weber, 2001) qui ont permis 

de remettre en avant les premières observations de Charcot. L’hypothèse d’une propagation 

antérograde considère le cortex cérébral comme site initiateur de la pathologie, qui est 

ensuite véhiculé le long des axones des neurones de projection du cortex, vers les MN du tronc 

cérébral et de la moelle épinière mais aussi vers d’autres structures du système nerveux 

central (Eisen and Weber, 2001). 

 

6. Arguments en faveur d’une origine corticale et d’une propagation corticofuge 

 

6.1 Arguments génétiques 

Les récentes avancées de la génétique et la découverte de nouvelles mutations 

associées à la SLA comme TDP-43, FUS ou C9ORF72 ont permis de mieux comprendre la 

physiopathologie et de lier la SLA avec une autre maladie, la démence frontotemporale (DFT). 

En effet, il existe un continuum génétique entre ces deux maladies neurodégénératives qui 

partagent plusieurs mutations communes, (Ling et al., 2013) (Figure 23). Ainsi, la SLA est 

associée avec une pathologie purement corticale, la DFT où les lobes frontaux et temporaux 

sont affectés. Les patients présentent une atrophie corticale et une perte neuronale, qui se 

traduit par de nombreux troubles cognitifs, mais pas d’atteinte des NCS et des MN et donc pas 

de trouble moteur. Cependant, il est établi que 15% des patients SLA développent une DFT et 

inversement. Le lien entre ces deux maladies n’est pas seulement génétique, il est aussi 

pathologique. En effet, plus de 97% des patients SLA, qu’ils soient de formes familiales ou 

sporadiques et jusqu’à 45% des patients DFT présentent des inclusions cytoplasmiques 

toxiques de la protéine TDP-43 phosphorylée (Ling et al., 2013; Neumann et al., 2006; Van 

Langenhove et al., 2012). Ces deux pathologies, à première vue très différentes d’un point de 

vue symptomatologique, partagent des altérations génétiques, pathologiques et cliniques 

sous la forme d’un continuum dont elles représenteraient chacune une extrémité (Figure 23). 

De manière intéressante, elles partagent toutes deux une altération du cortex cérébral 
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soulignant un rôle potentiel de cette région dans l’initiation et le développement de ces deux 

pathologies (Burrell et al., 2011; Lillo and Hodges, 2009; Lomen-Hoerth et al., 2002). 

 

 

Figure 23 : Le continuum entre la SLA et la démence fronto-temporale. Il existe un continuum 

clinique, génétique et pathologique entre la sclérose latérale amyotrophique (SLA) et la 

démence fronto-temporale (DFT). Ces deux maladies représenteraient les extrêmes de ce 

continuum neurodégénératif. A) La SLA et la DFT partagent plusieurs mutations communes. 

Les principaux gènes retrouvés dans les cas familiaux sont représentés en fonction du ratio 

donnant lieu à l’une ou l’autre maladie. B) Des inclusions pathologiques sont présentes dans 

le cerveau des patients SLA et DFT. Ces deux maladies partagent des inclusions TDP-43 et FUS. 

(Adaptation de (Ling et al., 2013)). 

 

6.2 Arguments cliniques 

La « main de singe » (split hand, en anglais) est un signe clinique où le pouce s’aligne 

sur les autres doigts qui ont chacun leurs deux dernières phalanges rétractées. Cela est due à 

l’atrophie plus marquée des muscles de l’éminence thénar et de la première loge dorsale 

interosseuse en comparaison aux muscles de l’éminence hypothénar (Menon et al., 2014). Ce 

signe, typique des patients ayant une atteinte primaire des membres supérieurs, suggère 
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également une origine corticale de la maladie. En effet, cette différence d’atrophie des 

muscles thénars et hypothénars peut s’expliquer par une représentation corticale différente. 

Les muscles thénars qui ont une atrophie plus importante sont également plus représentés au 

niveau cortical, à cause de leur rôle important dans la fonction de préhension des doigts 

(Menon et al., 2014; Weber et al., 2000). Ainsi, à cause de leur plus grande et plus forte 

connexion avec les NCS due à leur activité et leur fonction, les muscles thénars seraient plus 

sensibles à la pathologie que les muscles hypothénars.  

 

Figure 24 : Influences du type de connexion synaptique entre les neurones corticospinaux et 

les motoneurones sur les symptômes SLA. Chez l’Homme, les motoneurones (MN) peuvent 

recevoir de la part des neurones corticospinaux (NCS) des projections directes 

monosynaptiques ou indirectes polysynaptiques. Les muscles connectés par des MN recevant 

de nombreuses connexions monosynaptiques sont plus affectés que ceux qui n’en reçoivent 

que très peu. Les muscles dont les MN ne reçoivent pas de projections des NCS ne sont pas 

affectés dans la SLA. (Adaptation de (Eisen et al., 2017)). 
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 De manière plus générale, il existe une forte corrélation entre la manière dont les NCS 

connectent les MN et le degré d’altération du muscle innervé (Eisen et al., 2017) (Figure 24). 

Chez l’Homme, les NCS peuvent faire directement synapse sur les MN, on parle de connexion 

monosynaptique. De plus, un MN peut recevoir des connexions de plusieurs NCS, c’est le 

principe de convergence (Lemon, 2008). Chez les patients SLA, les muscles les plus atteints 

sont ceux dont les MN reçoivent de nombreuses connexions monosynaptiques de la part des 

NCS, comme les muscles des extrémités : main, larynx, orteils. Les muscles recevant des 

connexions indirectes, polysynaptiques, sont moins affectés, notamment les muscles 

proximaux des membres (de Noordhout et al., 1999; Eisen et al., 2017). Il est intéressant de 

noter que dans les cas où la pathologie se déclare en premier lieu dans les membres 

supérieurs, il est plus fréquent que le premier membre affecté soit le membre dominant 

(Turner et al., 2013). De manière remarquable, dans la SLA, il existe deux types de MN qui 

résistent plus longtemps à la neurodégénérescence, ce sont les MN qui innervent les muscles 

oculomoteurs externes, régulant les mouvements oculaires, et les MN contrôlant les muscles 

des sphincters (Brettschneider et al., 2013a; Büttner and Büttner-Ennever, 2006; Carvalho et 

al., 1995; Okamoto et al., 1993). Ces MN largement épargnés, sont dépourvus de connexions 

monosynaptiques avec les NCS (Figure 24). Néanmoins, chez les patients ayant des durées de 

maladie très longues, on observe une légère dégénérescence de ces MN pouvant 

s’accompagner d’une atrophie musculaire et d’atteintes fonctionnelles.  

 Chez 98% des patients SLA, les premiers symptômes moteurs commencent dans une 

seule région du corps. Les atteintes des NCS et des MN y sont alors maximales puis les 

altérations progressent de régions en régions (Ravits et al., 2007a; Ravits et al., 2007b; Ravits 

and La Spada, 2009). Lorsque la maladie débute dans un membre, c’est toujours l’hémisphère 

contralatéral qui est le plus affecté alors que l’hémisphère ipsilatéral est épargné, au début de 

la maladie, qui gagne ensuite l’ensemble du cerveau lorsque l’ensemble du corps est affecté 

(Zhang et al., 2014a). Ces différents résultats cliniques montrent qu’il existe une relation 

somatotopique entre les NCS et les MN dans la pathologie de la SLA. Les symptômes 

musculaires observés reflètent d’une part les représentations corticale et fonctionnelle des 

différents muscles et d’autres par la manière dont les NCS connectent les MN. Ces 

observations suggèrent que le cortex est la source pathologique de la SLA, avec une 

propagation antérograde lié au type de connexion synaptique (Braak et al., 2013; Eisen et al., 

2017). 
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6.3 Arguments pathophysiologiques 

La pathologie TDP-43 se retrouve chez pratiquement tous les patients SLA, et affecte 

aussi bien le cerveau que la moelle épinière. Les examens post-mortem des inclusions 

cytoplasmiques toxiques de TDP-43 chez des patients SLA ont montré que la région du cerveau 

la plus affectée est le cortex moteur, en plus du tronc cérébral et de la moelle épinière (Ling 

et al., 2013; Neumann et al., 2006). L’étude approfondie de la « pathologie TDP-43 » a permis 

de définir plusieurs stades pathologiques, selon la fréquence à laquelle les agrégats étaient 

retrouvées dans les différentes régions du cerveau (Brettschneider et al., 2013a). Les auteurs 

ont alors proposé une possible progression temporelle de la pathologie TDP-43, le long des 

faisceaux corticofuges, plus connue sous le terme « d’hypothèse corticofuge » (Braak et al., 

2013) (Figure 25). 

 

Figure 25 : Hypothèse d’une propagation séquentielle corticofuge de la pathologie TDP-43. 

Selon l’hypothèse développée par Brettschneider et collaborateurs en 2013, la propagation 

de la pathologie TDP-43 se ferait en 4 stades, atteignant successivement les différentes 

régions du système nerveux central. (Adaptation de (Braak et al., 2013)). 
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Stade 1 : Les premiers agrégats apparaissent dans les grandes cellules pyramidales de 

la couche V du cortex moteur et les neurones de projections incluant les cellules de Betz et les 

NCS. Les MN des noyaux moteurs du tronc cérébral et ceux présent dans la moelle épinière 

sont également affectés dès ce stade. 

Stade 2 : La pathologie gagne le cortex prémoteur et les aires préfrontales adjacentes 

ainsi que la partie parvocellulaire du noyau rouge, l’olive inférieure et la formation réticulée 

dans le tronc cérébral. 

Stade 3 : La pathologie continue de se développe dans le cortex préfrontal et touche 

les aires sensorielles post-centrales ainsi que les neurones de projection de taille moyenne du 

striatum. 

Stade 4 : Le stade final marque l’altération des lobes temporaux et du cortex entorhinal 

incluant la formation hippocampique. 

L’hypothèse corticofuge, selon laquelle la maladie prendrait naissance au sein du 

cortex moteur et se propagerait vers ses cibles a été en partie confirmée par une étude 

longitudinale en tenseur de diffusion sur des patients vivants (Kassubek et al., 2014). Cette 

étude a évalué l’état des différents tractus corticofuges. Les premières anomalies 

apparaissent dans le tractus cortico-spinal (stade 1). Les tractus cortico-rubral et cortico-

pontique sont ensuite touchés (stade 2), puis le cortico-striatal (stade 3) et finalement la 

portion proximale de la voie perforante de la formation hippocampique (stade 4) (Kassubek 

et al., 2014). 

Enfin, l’analyse récente par IRM du connectome de cerveaux de patients SLA, suggère 

encore une progression séquentielle de la maladie selon la topologie des réseaux cérébraux 

(Verstraete et al., 2014b). Les régions impliquées dans les différents stades de la pathologie 

TDP-43 sont étroitement connectées entre elles. Les patients étant aux premiers stades de la 

maladie montrent une plus grande connectivité que les patients se trouvant dans des stades 

avancés de la SLA. L’imagerie par tenseur de diffusion a mis en évidence une corrélation 

positive entre la perte de connectivité et la baisse de la fraction anisotropique dans le tractus 

corticospinal (Verde et al., 2017). 

 

6.4 Arguments électrophysiologiques 

Les études électrophysiologiques des patients SLA vont également dans le sens d’une 

origine corticale de la maladie. En effet, on retrouve des altérations corticales et notamment 
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une forte hyperexcitabilité aussi bien chez les patients ayant des formes familiales que les 

patients avec des formes sporadiques (Eisen et al., 1992; Vucic et al., 2008). Plusieurs études 

suggèrent que l’hyperexcitabilité est une composante précoce de la SLA (Eisen and Weber, 

2000; Vucic et al., 2006; Vucic and Kiernan, 2008). Un suivi longitudinal de porteurs de 

mutation SOD1 montre que l’hyperexcitabilité corticale se développe avant les premiers 

signes cliniques (Vucic et al., 2008). De ces travaux a été émis l’hypothèse que 

l’hyperexcitabilité corticale entrainerait un changement de l’activité électrique des NCS. Ils 

deviendraient hyperexcitables et relargueraient de grandes quantités de glutamate sur leurs 

cibles du tronc cérébral et de la moelle épinière, notamment les MN, à l’origine d’une 

excitotoxicité glutamatergique, suspectée comme impliquée dans la mort des MN 

(Geevasinga et al., 2016a; Geevasinga et al., 2016c). Cela fait sens car aujourd’hui le seul 

médicament disponible et relativement efficace est le Riluzole, un anti-glutamatergique 

(Bensimon et al., 1994). 

 

6.5 Arguments précliniques 

Ces différents arguments issus des analyses de patients et de tissus post-mortem ont 

également été confirmés dans des études précliniques sur les modèles animaux. Même si les 

études sur le cortex et les NCS ne sont pas nombreuses, certaines vont dans le sens de 

l’hypothèse corticofuge et d’une origine corticale de la SLA et confirment donc les recherches 

cliniques. Ces études vont même plus loin et apportent de nouveaux arguments. 

Chez les souris SOD1G93A, de nombreuses altérations morphologiques et fonctionnelles 

ont été retrouvées avant l’établissement des symptômes moteurs. C’est le cas de la 

dégénérescence des dendrites apicales et des épines dendritiques ainsi que l’hyperexcitabilité 

neuronale (Fogarty et al., 2015; Jara et al., 2012; Ozdinler et al., 2011; Saba et al., 2016). Une 

des premières études précliniques à vouloir comprendre le rôle potentiel du cortex dans la 

SLA est celle de Thomsen en 2014, sur des rats portant la mutation SOD1G93A. Les auteurs ont 

tenté d’éliminer l’expression du transgène pathogénique SOD1G93A dans le cortex moteur des 

rats, à l’aide d’un ARN en épingle de cheveux (shRNA) (Thomsen et al., 2014). La diminution 

sélective de l’expression du mutant de la SOD1 dans le cortex moteur est suffisante pour 

retarder l’apparition de la maladie, prolonger significativement la survie des animaux tout en 

protégeant les MN et les jonctions neuromusculaires. Malgré le fait que l’expression de la 

SOD1 mutante n’était pas tout à fait abolie dans le cortex ou n’était pas restreinte à une seule 
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population d’intérêt comme les NCS, cette étude a le mérite de montrer que le cortex cérébral 

joue un rôle important dans le déclenchement et la progression de la pathologie.  

 

Le débat sur l’origine et la propagation de la SLA n’est pas encore tranché et les trois 

hypothèses présentées restent toutes valables. Malgré de nombreuses études qui vont dans 

le sens de l’hypothèse corticofuge chez les patients SLA, aucune étude n’a pu la confirmer 

dans les modèles animaux. Il est donc primordial de définir précisément la contribution du 

cortex et des NCS dans les modèles de SLA. 

 

7. Comment tester la contribution du cortex chez la souris ? 

Pour pouvoir étudier la contribution du cortex cérébral et des NCS dans la SLA, il est 

important de comprendre leur fonctionnement normal et de développer des outils 

permettant de les étudier. Depuis le début des années 2000, de nombreuses études ont 

permis une meilleure compréhension de la physiologie des NCS et de leur place au sein du 

cortex cérébral (Eckler and Chen, 2014; Molyneaux et al., 2007). Les mécanismes permettant 

la genèse de ces neurones sont maintenant mieux connus, notamment grâce au 

développement d’outils dont l’utilisation peut être étendue au domaine de la 

neurodégénérescence.  

 

7.1 Le facteur de transcription Fezf2 

Fezf2 est un gène très conservé au cours de l’évolution, appartenant à la famille des 

facteurs de transcription Fez pour Forbrain embryonic zinc finger. Il a été originellement 

identifié chez le poisson zèbre comme étant un gène dont l’expression augmente lors de la 

surexpression de Dkk1, un inhibiteur de Wnt, induisant alors le développement du tissu 

neuronal antérieur (Hashimoto et al., 2000). En tant que facteur de transcription, FEZF2 

contient un motif répresseur Eh1 (Engrailed homology 1) dans la partie amino-terminale et six 

motifs C2H2 en doigt de zinc qui lient l’ADN dans la partie carboxy-terminale (Eckler et al., 

2014; Hashimoto et al., 2000; Shimizu and Hibi, 2009) (Figure 26). Des recherches bio-

informatiques ont ensuite permis d’identifier des gènes orthologues chez différentes espèces 

comme la souris et l’Homme (Eckler et al., 2014). 
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Chez la souris, l’expression de Fezf2 est détectable à partir du 8ème jour de la vie 

embryonnaire (E8.5) dans le prosencéphale et le système olfactif (Hirata et al., 2006a; Hirata 

et al., 2006b; Hirata et al., 2004). Au douzième jour de la vie embryonnaire (E12.5), 

l’expression de Fezf2 se restreint. Au niveau du système olfactif, on le retrouve confiné à 

l’organe voméronasal et au niveau du prosencéphale, on le retrouve dans les progéniteurs 

neuronaux du télencéphale dorsal, de l’éminence thalamique, du préthalamus et de 

l’hypothalamus. Au quinzième jour de la vie embryonnaire (E15.5), l’expression de Fezf2 est 

majoritaire dans le cortex cérébral où il est fortement exprimé par les neurones 

postmitotiques des couches profondes et faiblement dans les progéniteurs neuronaux. Plus 

précisément, Fezf2 est limité aux neurones à projection corticofuge de la couche V 

(majoritaire) et aux neurones projetant vers le thalamus de la couche VI (minoritaire). 

L’expression de Fezf2 dans le cortex continue jusqu’à l’âge adulte (Arlotta et al., 2005; Chen 

et al., 2005; Hirata et al., 2004; Molyneaux et al., 2005). 

 

 

 

Figure 26 : Le facteur de transcription Fezf2 permet la genèse des neurones à projections 

subcérébrales. A) Fezf2 est un facteur de transcription comprenant notamment un motif 

répresseur Eh1 dans sa partie N-terminale et 6 motifs à doigts de zinc dans sa partie C-

terminale. B) Fezf2 est au cœur des voies qui régulent la genèse des différents neurones de 

projections du cortex. Il coordonne la régulation de l’expression de différents gènes et permet 

in fine la génération de neurones à projections subcérébrales. 
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Durant le développement du cortex cérébral, Fezf2 dirige la spécification des 

progéniteurs neuronaux en neurones glutamatergiques à projection subcérébrale, 

comprenant notamment les NCS (Chen et al., 2005; Molyneaux et al., 2005) (Figure 26). En 

régulant l’activité de plusieurs gènes impliqués dans la neurogenèse, la spécification 

neuronale et la guidance axonale, Fezf2 contrôle le développement des neurones à projection 

subcérébrale en assurant leur spécification et leur maturation. Le maintien de son expression 

à l’âge adulte suggère que Fezf2, pourrait également assurer le maintien de l’identité des 

neurones à projection subcérébrale (Eckler and Chen, 2014; Hirata et al., 2004). La 

surexpression de Fezf2, dans des progéniteurs corticaux sensés donner naissance aux 

neurones des couches superficielles suffit à inférer une identité de neurone excitateurs 

corticofuge des couches profondes du cortex (Molyneaux et al., 2005). Fezf2 est en effet 

capable à la fois de réprimer le programme génétique initial et d’activer les gènes spécifiques 

des neurones des couches profondes du cortex (Lodato et al., 2014). Par exemple, FEZF2 se 

fixe au promoteur de Stab2 (identité des neurones à projections calleuses des couches 

superficielles) pour réprimer son expression et en parallèle induire l’expression de CTIP2 

(identité des neurones à projections corticofuges des couches profondes) (Chen et al., 2008; 

Lodato et al., 2014; Lodato et al., 2011)(Figure 26). Des études de transcriptomique plus 

récentes ont permis de mieux comprendre comment FEZF2 interagit avec ses différentes 

cibles et mettent en lumière son rôle clef dans le développement et la spécification des NCS 

(Clare et al., 2018; Clare et al., 2017). 

En dehors du système nerveux, FEZF2 est fortement exprimé dans la peau et l’estomac, 

sans que l’on sache quel est son rôle (Hirata et al., 2004). FEZF2 est également exprimé dans 

le thymus, à des taux comparables à ceux du système nerveux central (Hirata et al., 2004). 

Dans cet organe, FEZF2 semble jouer un rôle important dans le processus de présentation des 

antigènes et dans l’auto-immunité (Takaba et al., 2015). 

 

7.2 Les souris Fezf2 KO 

La génération de souris knock-out pour Fezf2 a permis de mieux comprendre le rôle de 

ce gène dans la génération des neurones à projection subcérébrale de la couche V du cortex 

(Chen et al., 2005; Hirata et al., 2004; Molyneaux et al., 2005). En effet, la suppression de Fezf2 

conduit à l’absence de neurones à projection subcérébral, et notamment de NCS, entraînant 
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ainsi l’absence de connexion entre le cortex cérébral et la moelle épinière (Molyneaux et al., 

2005) (Figure 27). 

D’un point de vue phénotypique, l’absence de NCS n’a pas d’effet moteur grave visible 

chez les souris, qui sont capables de se mouvoir correctement, de se développer et de se 

reproduire (Molyneaux et al., 2005). Cependant, ces animaux sont hyperactifs en open field 

(Hirata et al., 2004), et présentent des altérations de l’équilibre excitation/inhibition cortical 

pouvant entraîner des crises d’épilepsie en réponse à une stimulation sonore importante 

(Lodato et al., 2011). A notre connaissance, les capacités motrices fines n’ont pas été testées 

chez les souris KO pour Fezf2, et on ne peut exclure la possibilité de conséquences motrices 

en réponse à l’absence de NCS chez ces souris. 

 

 

Figure 27 : Les souris Fezf2 KO n’ont pas de neurones corticospinaux ni de connexion à la 

moelle épinière. Les souris Fezf2 Knock-out (KO) présentent une absence totale de neurones 

corticospinaux, révélé par l’absence de marquage CTIP2 contrairement aux contrôles WT où il 

est exprimé dans la couche V du cortex moteur, comprenant les neurones corticospinaux. 

L’injection d’un marqueur antérograde montre l’absence du tractus corticospinal et de 

connexion vers la moelle épinière chez les souris dépourvues de Fezf2. Abréviations : thal : 

thalamus ; ic : capsule interne. (Résultats tirés de (Molyneaux et al., 2005)). 
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L’observation macroscopique et microscopique du cortex cérébral permet de 

constater de nombreux changements dus à l’absence de Fezf2. Tout d’abord, l’épaisseur 

globale du cortex reste identique chez ces souris. Cependant, l’épaisseur de la couche V est 

réduite et cette réduction est compensée par l’augmentation de celle de la couche VI. Cela 

intervient sans mort cellulaire ni changement du taux de neurogenèse ou encore de migration 

neuronale (Molyneaux et al., 2005). La diminution de l’épaisseur de la couche V s’explique par 

la disparition des larges neurones pyramidaux à projection subcérébrale. A défaut de 

neurones à projection subcérébrale, les progéniteurs des neurones de la couche V donnent 

naissance à des neurones à projection interhémisphérique dont les axones empruntent la 

commissure antérieure (Lodato et al., 2014). Ces résultats indiquent que Fezf2 régule le destin 

cellulaire des progéniteurs neuronaux et induit la spécification de neurones à projection 

subcérébrale. Les souris Fezf2 KO présentent également une distribution anormale des 

interneurones corticaux. Il y a une diminution de leur nombre dans la couche V et une 

augmentation dans les couches II/III et IV. La couche VI n’est pas affectée. Ces changements 

induisent une perturbation de la balance excitation/inhibition corticale où le réseau de 

neurones inhibiteurs est altéré (Lodato et al., 2011). L’absence de Fezf2 n’affecte pas l’identité 

des interneurones, en revanche la lamination des différents interneurones est altérée (Lodato 

et al., 2011). Cela indique que les NCS interviennent dans le recrutement des interneurones 

et l’élaboration des réseaux neuronaux corticaux. 

En plus d’être importantes pour la compréhension de la physiologie du gène, les souris 

Fezf2 KO s’avèrent être un outil prometteur pour étudier l’absence de NCS et de connexion à 

la moelle épinière dans le contexte de la SLA.  
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Problématique et 

objectifs de thèse 
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Durant l’introduction, nous avons présenté la SLA, une maladie neurodégénérative du 

système moteur adulte, rare et incurable, dont l’étiologie est encore mal comprise. La SLA fait 

preuve d’une étonnante diversité sur le plan clinique et génétique. Les signes cliniques 

peuvent varier d’un patient à l’autre en termes d’âge de déclenchement, de site d’apparition, 

de progression et de présentation. Ils sont le reflet de l’atteinte des NCS et des MN mais 

peuvent aussi résulter du dysfonctionnement d’autres systèmes, notamment métabolique. 

Une grande majorité de patients sont qualifiés de cas sporadiques (90%) et une petite 

proportion sont qualifiés de cas familiaux (10%) où l’on retrouve une mutation transmise à la 

descendance. Plus de 30 mutations ont été associées à la SLA. Cette forte hétérogénéité rend 

le diagnostic, l’évaluation de la progression et le développement de traitement délicat.  

Dans la recherche sur la SLA, deux grandes questions n’ont pas encore été élucidées : 

1) quelle est l’origine de la pathologie ? 2) comment se propage-t-elle ? Des études récentes 

génétiques, cliniques et histopathologiques menées chez les patients SLA tendent à montrer 

que le cortex et les NCS seraient le point initiateur de la maladie et qu’il y aurait une 

propagation corticofuge de la pathologie, se faisant au travers des axones des neurones de 

projection. Cette hypothèse formulée à partie de données de patients n’a jamais été testée 

dans les modèles de SLA. 

D’intenses efforts de recherches ont permis le développement de modèles à partir des 

mutations observées dans les cas familiaux de SLA. Les souris Sod1G86R ont montré leur 

pertinence pour étudier le cortex et les NCS. L’objectif de ma thèse est de tester pour la 

première fois dans un modèle murin, les souris Sod1G86R, le rôle du cortex et des NCS dans 

le déclenchement et la progression de la SLA. Pour ce faire, j’ai croisé les souris Fezf2-/- aux 

souris Sod1G86R, afin de générer un modèle murin sensé développer une SLA (en réponse à 

l’expression ubiquitaire du transgène Sod1G86R), mais dépourvu de NCS (en absence du facteur 

de transcription Fezf2). Un tel modèle va donc à l’encontre de la définition clinique de la SLA, 

qui s’appuie sur la dégénérescence conjointe des NCS et MN. Mais il permet de poser la 

problématique de la thèse : quel est l’impact de l’absence de NCS sur le déclenchement et la 

progression de la SLA ? L’étude des capacités motrices, des altérations électrophysiologiques 

et histologiques des souris Fezf2-/--Sod1G86R a permis au cours de cette thèse de répondre à la 

problématique. 
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Figure 28 : Problématique et objectifs de thèse. A-B) Les souris Sod1G86R développent une 

paralysie progressive les conduisant au décès vers 105 jours. La perte des neurones 

corticospinaux (NCS) précède celle des motoneurones (MN) et commence précocement, dès 

60 jours. La perte de poids annonce le début de la maladie à 75 jours et les premiers 

symptômes moteurs apparaissent vers 90 jours, à la dénervation des jonctions 

neuromusculaires. C) Quel est l’impact de l’absence de NCS sur le déclenchement et la 

progression de la pathologie chez les souris Sod1G86R ? Quel sera l’impact sur la perte de poids, 

la dénervation et la perte des MN et finalement le développement des symptômes moteurs ? 
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Absence of subcerebral projection neurons delays disease onset and extends survival 

in a mouse model of ALS 
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Abstract 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease of adulthood that 

affects voluntary motricity and rapidly leads to full paralysis and death. Clinical and 

histopathological definitions of ALS rely on the combined degeneration of corticospinal 

neurons and corticobulbar neurons in the cerebral cortex (CSN), and motoneurons in the 

spinal cord and brain stem (SMN). Recent genetic, functional, and histopathological studies 

carried on ALS patients suggest that the disease may originate in the cerebral cortex and 

spread to its projection targets according to the so called “corticofugal hypothesis”.  To test 

this hypothesis, we specifically assessed the contribution of the major corticofugal projection 

neuron population, the subcerebral projection neurons (SubCerPN), that have the farthest 

and widest targets of all cortical projection neurons, and that include the disease-relevant CSN 

subpopulation. To this aim, we crossbred the Sod1G86R mouse model of ALS to the Fezf2-/- 

mouse line that lacks CSN and other SubCerPN. Our data indicate that absence of SubCerPN 

delays disease onset and increases survival without modifying disease duration. In addition, 

during the course of the disease, weight loss was greatly reduced and motor symptoms 

delayed and mitigated. Yet, absence of SubCerPN and CSN does not prevent nor modulate 

emergence of spasticity, which rather correlates with loss of serotonergic neurons. Together, 

the data are in favor of a major contribution of the cerebral cortex and its outputs to ALS onset 

and progression. 

 

 

  



Thibaut Burg 124 
 

Introduction 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating neurodegenerative disease 

characterized by rapidly progressing muscle atrophy and paralysis, leading to death within 

only two to five years of diagnosis. Clinically and histologically, ALS is defined as the combined 

and progressive loss of two broad neuronal populations involved in motor control: the 

corticospinal and corticobulbar neurons (CSN, or upper motor neurons), in the motor cortex, 

and the spinal and bulbar motoneurons (SMN, or lower motor neurons) in the brain stem and 

spinal cord (Brown and Al-Chalabi, 2017; van Es et al., 2017). This duality of targeted neuronal 

populations and affected regions of the central nervous system has fostered a long-time 

debate regarding the origin of the disease along the cortical-spinal cord-muscular axis 

(reviewed in (Ravits and La Spada, 2009)). 

The French Neurologist Jean-Martin Charcot who provided the first description of ALS 

suggested a cortical origin of the disease and a descending propagation from the motor cortex 

to the spinal cord (Charcot, 1869). Following Charcot’s histological description of the disease, 

comprehensive clinical examination of ALS patients unravelled series of signs highly suggestive 

of a cortical origin of the disease, such as the split hand syndrome and typical gait 

abnormalities, amongst others (Eisen et al., 1992). Meanwhile, trans-magnetic stimulation 

studies unravelled early hyperexcitability of the motor cortex that characterizes both sporadic 

and familial ALS patients, negatively correlates with survival, and manifests prior to disease 

onset, pointing to a potential role of the motor cortex in disease initiation (Vucic and Kiernan, 

2017). It is proposed that cortical hyperexcitability may translate into glutamatergic 

excitotoxicity to the downstream targets of the corticospinal neurons, the alpha motoneurons 

of the brain stem and spinal cord, providing a first possible mechanism for corticospinal 

propagation (Eisen et al., 2017). Finally, the recent proposed staging of the histopathological 
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burden that characterizes the vast majority of ALS patients, the TDP-43 pathology 

(Brettschneider et al., 2013a), led to the emergence of the so-called corticofugal hypothesis. 

According to it, the disease may originate in the motor cortex and misfolded TDP-43 proteins 

may disseminate with a prion-like mechanism to the direct, mono-synaptic targets of cortical 

projection neurons along the main corticofugal routes (Braak et al., 2013).  

If corticofugal propagation is supported by longitudinal diffusion tensor imaging 

studies with tractography or connectome analysis of ALS patients (Kassubek et al., 2014; 

Verstraete et al., 2014b), it cannot be directly tested in patients. In spite of the heavy 

differences that exist between species, and in particular the uniqueness of the Human and 

primate corticomotoneuronal system (Eisen et al., 2017), we reasoned that mouse genetics 

could prove useful to directly address a potential cortical origin and corticofugal propagation 

of disease.  

In rodents, like in Human, corticofugal projections correspond to two broad neuronal 

populations of excitatory projection neurons, i.e., the subcerebral projection neurons 

(SubCerPN) and the (Lodato et al., 2015). CThN are located in the cortical layer VI and connect 

the cerebral cortex to the various thalamic nuclei, that connect back to the cerebral cortex, 

creating a loop of reciprocal sensory processing (Briggs and Usrey, 2009). SubCerPN are 

located in the cortical layer V and connect the various regions and areas of the cerebral cortex 

to its most distance targets. While the thalamus is affected by the TDP-43 pathology as early 

as stage 2 (Brettschneider et al., 2013a), and shows impairment in imaging studies (Chiò et al., 

2014), a major contribution of CThN to ALS is not suspected. SubCerPN instead include, 

amongst other subpopulations, the disease-relevant corticospinal neurons (CSN) that connect 

the cerebral cortex to the spinal cord. While major differences exist between primates and 

rodents regarding the route of the corticospinal tract within the spinal cord, and the 
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connectivity mode of the CSN onto the alpha motoneurons, i.e. both mono- and pluri-synaptic 

in primates, and essentially pluri-synaptic in adult mice (Lemon, 2008), it is worth highlighting 

that many mouse models of the disease recapitulate CSN or SubCerPN degeneration (Fil et al., 

2017; Handley et al., 2017; Liu et al., 2016; Marques et al., 2019a; Ozdinler et al., 2011; 

Yasvoina et al., 2013; Zang and Cheema, 2002). In this regard, we recently showed that 

Sod1G86R mice not only display pre-symptomatic CSN degeneration, but also that CSN and 

spinal motoneuron degeneration are somatotopically related  (Marques et al., 2019a), as this 

has been described in ALS patients (Mochizuki et al., 2011; Ravits et al., 2007a; Zhang et al., 

2014a). 

 Here, we sought to test the contribution of CSN and other SubCerPN to disease onset 

and progression by taking advantage of the Fezf2 knock-out mice (Hirata et al., 2004) that 

develop in absence of SubCerPN (Molyneaux et al., 2005). These animals lack the gene 

encoding a master transcription factor that is both necessary (Hirata et al., 2004; Molyneaux 

et al., 2005).  
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Results 

Generation of the Fezf2-/- ; Sod1G86R mice 

To test the contribution of the motor cortex and more broadly of the cerebral cortex to ALS 

onset and progression, we generated a mouse line that overexpresses the mutant murine 

Sod1G86R transgene but lacks one of the most important cortical output, the SubCerPN, which 

include the CSN. We crossbred Sod1G86R mice, a well-established model of ALS (Dupuis et al., 

2004; Ripps et al., 1995; Rouaux et al., 2007), to mice knocked out for the gene encoding the 

transcription factor Fezf2 and that develop in absence of cortical layer V SubCerPN (Hirata et 

al., 2004; Molyneaux et al., 2005) (Fig. 1A). We ran two waves of crossbreeding (Fig. 1A) to 

obtain four genotypes of interest: Fezf2+/+ ; non-transgenic animals (WT), Fezf2-/- ; non-

transgenic animals (KO), Fezf2+/+ ; Sod1G86R animals (Sod1) and Fezf2-/- ; Sod1G86R animals 

(KO / Sod1) (Fig. 1A). To confirm the absence of CSN, amongst other SubCerPN, we performed 

retrograde labelling of this population, by injection of Fluorogold in the cervical portion of the 

spinal cord of 75 day-old animals. As expected, microscopy analysis of sagittal sections 

revealed labelled pyramidal cells in the cerebral cortex of WT and Sod1 mice and not in that 

of KO and KO / Sod1 mice (Fig. 1B).  

 

Absence of SubCerPN delays disease onset and death 

To examine the consequences of the absence projections from the cerebral cortex to its main 

subcerebral targets, we assessed and compared general clinical parameters of KO and 

KO / Sod1 mice and their controls. Weight loss is a hallmark of ALS and weight loss is negatively 

correlated with survival in ALS patients (Dupuis et al., 2011). Similarly, Sod1 mice start losing 

weight before onset of motor deterioration and weight maintenance is positively correlated 

with their survival (Dupuis et al., 2004). Fezf2 deficient mice present smaller weight gain 
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compared to wild type mice (Hirata et al., 2004), a condition that could per se be detrimental 

in a context of ALS. Weight analysis of 75 day-old animals confirmed that KO animals were 

indeed lighter than WT animals, and revealed, as expected, that KO / Sod1were also lighter 

than Sod1 animals. At this age, we observed no difference either between Sod1 and WT or 

between KO / Sod1 and KO mice (Fig. 2A). Long-term weight follow-up showed that both WT 

and KO mice regularly gained weight, but that Sod1 and KO / Sod1 mice instead stopped 

gaining weight prematurely (Fig. 2B). This arrest of weight gain, or peak of weight, is often 

considered as disease onset in ALS mouse models (Boillee et al., 2006; Dupuis et al., 2004). 

KO / Sod1 mice presented a significant delay of disease onset compared to their Sod1 

littermates (Median: 107.5 days vs 159 days; p=0.0070) (Fig. 2C). Similarly, the survival of the 

KO / Sod1 mice was increased compared to the Sod1mice (Median: 130 days vs 183 days; 

p=0.0083) (Fig. 2D), but the overall disease duration was not significantly different between 

the two genotypes (Fig.2E). Finally, the weight loss during the course of the disease was 

significantly smaller for the KO / Sod1 mice than it was for the Sod1 mice (36.45 ± 1.82 % vs 

25.07 ± 1.68 %; p<0,0001) (Fig.2E), in accordance with an arrest of weight gain rather that a 

clear weight loss (Fig. 2B), and an increased survival. Together, the data indicate that, in a 

mouse model of ALS, absence of SubCerPN is beneficial as it delays disease onset and death. 

 

Absence of SubCerPN attenuates motor impairment 

We next tested whether absence of SubCerPN could also ameliorate motor performances, and 

more particularly muscle strength, assessed by grip and inverted grid tests, motor 

coordination, assessed by on accelerating rotarod and gait, assessed by CatWalk (Fig. 3). On 

the grip test and rotarod, WT and KO mice displayed similar performances and maintained 

them over time (Fig. 3A, B). Sod1 and KO / Sod1 mice instead rapidly showed decreased 
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performance, but KO / Sod1 mice were affected later (Fig. 3D, E) and maintained higher 

performances over time than their Sod1 littermates (Fig. 3A, B). On inverted grid, KO and 

KO / Sod1 mice initially displayed more difficulty in opposing their gravitational force 

compared to WT and Sod1 mice, and this in spite of their smaller weight (Fig. 3D). Yet, while 

WT and KO animals maintained their hanging time throughout out all the repetitive 

assessments, Sod1 and KO / Sod1 saw their performances gradually decreasing (Fig. 3D). 

Again, the impairment rate of KO / Sod1 was milder than that of Sod1, and by disease end 

stage KO / Sod1 were performing better than the Sod1 (Fig. 3D). Because KO and KO / Sod1 

mice displayed initially a smaller weight, and because Sod1 and KO / Sod1 lost weight during 

the course of the disease, we further ran linear regression analysis using the weight as a co-

variable in order to better compare the performances of the different group of animals (Fig. 

3G and Supplementary Table. 1 and Supplementary Fig. 1). We ran two series of three 

comparisons: WT vs Sod1, WT vs KO, and KO vs KO / Sod1, both at the time when the 

experiment was initiated (Origin, Supplementary Table. 1) and over the course of the 

experiment (Slope, Fig. 3G and Supplementary Table. 1). Linear regression analyses of the grip 

strength, and inverted grid test, indicated that significant differences existed between the WT 

and KO animals initially (Origin, Supplementary Table 1, p < 0.001), but that over time they 

evolved in a similar manner (Fig. 3G and Slope, Supplementary Table 1, NS). Such differences 

were expected given that absence of SubCerPN implies absence of corticospinal neurons and 

mild modifications of the motor behaviour in mice, without evolution over time. Importantly, 

linear regression analyses of the grip strength, the Rotarod and the inverted grid data, over 

time, indicated significant differences between KO and KO / Sod1 animals further confirming 

that absence of SubCerPN softened motor deterioration in mice (Fig. 3G). Finally we used 

similar linear regression analyses on the numerous parameters provided by the CatWalk gait 
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analysis device (Fig. 3G and Supplementary Table. 1 and Supplementary Fig. 1), using not only 

the weight as a covariate, but also the speed, given that it has been shown to greatly influence 

other parameters (Batka et al., 2014). We identified 10 parameters that were ameliorated by 

the absence of SubCerPN under Sod1G86R overexpression conditions (Fig. 3G, Sod1 vs KO / 

Sod1). Of those, four were not affected by the sole absence of SubCerPN (Fig. 3G, WT vs KO, 

Supplementary Table. 1 and Supplementary Fig. 1) and suggest a genuine beneficial effect as 

opposed to a simple compensation of the effects. These are the Run Average Speed, Four 

Paws Print Length, Number of Steps and Print Position of the Right Paws (Fig. 3G). Taken in its 

whole, this set of functional data indicates that absence of SubCerPN limits motor decline in 

the Sod1G86R mouse model of ALS. 

 

Absence of CSN does not modify the pathological hallmarks of ALS in the spinal cord but 

decreases neuromuscular junction denervation 

To better understand how absence of SubCerPN could be beneficial in the neurodegenerative 

context of ALS, we further investigated the spinal cord of end-stage animals, for its relevance 

in ALS but also as the target of corticospinal neurons, a subpopulation of SubCerPN. To this 

aim, we ran series of immunolabellings on coronal sections of lumbar spinal cords harvested 

from end-stage animals and their age-matched control littermates (Fig. 4). Staining for the 

astrogliosis and microgliosis markers GFAP and IBA1 revealed reactive gliosis in the lumbar 

spinal cord of end-stage Sod1 and KO / Sod1 animals (Fig. 4A, B), but no difference could be 

observed between these two genotypes. Labelling of the autophagy flux marker P62/SQTM1 

revealed a healthy, homogeneous cytoplasmic labelling in both WT and KO mice, and large, 

stellate-like inclusions in the spinal cords of Sod1 and KO / Sod1 mice (Fig. 4C), with similar 

occurrence and intensity between the two genotypes. Finally immunolabelling and counting 
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of the Chat-positive motor neurons present in the ventral horn of the lumbar spinal cord 

revealed a mild decrease of the somas of these neurons by disease end-stage in Sod1 mice 

(Fig 4D, E), as we previously reported (Marques et al., 2019a; Rouaux et al., 2007), but no 

significant difference between the two populations (Fig 4D, E). Spinal motor neuron loss in ALS 

follows a Wallerian degeneration with an initial denervation of the neuromuscular junctions 

(NMJ), followed by a retrograde deterioration of the axon and eventually a shrinkage and loss 

of the soma (Fischer et al., 2004). Thus, to further test whether the mitigation of the motor 

impairments displayed by KO / Sod1 mice in comparison with the Sod1 mice reflected the state 

of the NMJ, we labelled the NMJ of the tibialis anterior muscle of end-stage Sod1 and KO / 

Sod1 mice along with their aged-matched WT and KO littermates (Fig. 4F, G). Rating of the 

NMJ integrity into three categories, innervated, partly denervated and fully denervated, 

followed by statistical analyses indicated that KO / Sod1 animals had twice more innervated 

NMJ than Sod1 animals by disease end-stage (23.8 ± 4.87 % vs 11.34 ± 3.12 %;  p=0.0239; Fig. 

4G). As a whole, the data show that absence of spinal afferences from the motor cortex partly 

protects from NMJ denervation and Wallerian degeneration of the SMN, and suggest that this 

partial protection may be independent from local gliosis and autophagy.  

 

Absence of CSN does not prevent spasticity 

Spasticity is a painful symptom, usually defined as an exaggerated stretch reflex leading to 

muscle hypertonia (Lance, 1980). In amyotrophic lateral sclerosis, spasticity is broadly 

considered as part of the pyramidal syndrome, a series of symptoms associated to the 

degeneration of the corticospinal neurons, or upper motor neurons (van Es et al., 2017). Yet, 

recent studies in patients and mice suggest that in ALS spasticity may, at least partly, also arise 

from the degeneration of serotonergic neurons (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017). 
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We thus reasoned that the mouse line that we generated could provide insights into the origin 

of spasticity in mouse models of ALS. First, we ran electromyographic analyses on pre-

symptomatic mice aged of 80 days (assessment on the left leg) and 105 days (assessment on 

the right leg) in order to detect the H-reflex as a measurement of spasticity in anaesthetized 

mice (Lee et al., 2014) (Fig. 5A). Stimulation of the sciatic nerve and recording in the abductor 

digiti minimi muscle allowed to trigger an H-reflex in portions of the Sod1 and KO / Sod1 groups 

of animals, but never in the WT or KO animals. This indicates that, under our experimental 

conditions, H-reflex could develop only in Sod1G86R animals, independently of the presence of 

CSN, and that, counter-intuitively absence of CSN, per se, was not sufficient to trigger H-reflex 

(Fig. 5A). To test whether absence of CSN could influence H-reflex and spasticity occurrence, 

we evaluated the proportions of presymptomatic animals presenting an H-reflex in either one 

of the two legs tested (Fig. 5B), but no significant difference between Sod1 and KO / Sod1 

could be seen at this age (Fischer exact test, p>0.999). Finally, to evaluate whether absence of 

CSN could impact spasticity over the course of the disease, we ran electromyographic analyses 

on end-stage animals and recorded the tail long lasting reflex (LLR) in awake and fully 

paralyzed animals, prior to harvesting (Fig. 5C-E). At end stage the Sod1 and KO / Sod1 groups 

of animals were also subdivided into spastic and non-spastic, but the relative proportions of 

each was not significantly different between the two genotypes (Fig. 5C, D). Among spastic 

animals, intensity of the response to the stimulation was not significantly different between 

the Sod1 and KO / Sod1 groups (Fischer exact test, p=0.6577) (Fig. 5E). Because development 

of spasticity has previously been linked to serotonergic neurons degeneration in the Sod1G86R 

and SOD1G37R mouse models of ALS (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017), we labelled 

and counted the number of TPH2-positive neurons present in the raphe nuclei over the course 

of the disease in Sod1 and KO / Sod1 and their WT and KO littermates (Fig. 5F-H). As previously 
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reported (Dentel et al., 2013), we observed a significant loss of the TPH2-positive neurons at 

disease end-stage in the Sod1 mice compared to WT (Fig. 5H). A similar significant loss was 

observed at end-stage in the KO / Sod1 mice compared to WT, but no significant difference 

was evidenced between Sod1 and KO / Sod1 animals (Fig. 5H). Together, the data suggest that, 

in mice, spasticity emergence and intensity is independent from the CSN presence, and thus 

cannot be read as a sign of CSN degeneration. Serotonergic neurons degeneration could thus 

account, at least partly, for spasticity development, and seems independent of CSN presence. 
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Discussion 

Rodent models to assess the contribution of the cerebral cortex and its outputs to ALS 

While the origin of ALS remains a debated question (Ravits and La Spada, 2009), recent 

evidences from neurophysiological and pathological studies conducted on patients 

(Brettschneider et al., 2013a; Vucic and Kiernan, 2017) are nourishing a revival of interest for 

Charcot’s initial view of the disease as a primarily cortical impairment (Charcot, 1869). Indeed, 

whether disease propagation relies on altered neuronal excitability and subsequent 

excitotoxicity (Vucic and Kiernan, 2017), or on prion-like propagation of misfolded proteins 

(Braak et al., 2013), both schools of thought converge to a common cortical origin of ALS and 

propagation to its targets along the corticofugal tracts (Eisen et al., 2017; Geevasinga et al., 

2016b). While several clinical features support a cortical origin of the disease (Eisen et al., 

1992), and recent longitudinal imaging analyses suggest a propagation of impairments along 

the corticofugal tracts, (Kassubek et al., 2014; Verstraete et al., 2014b), the hypothesis cannot 

be tested in patients. If the corticomotoneuronal system has undergone major modifications 

with evolution (Eisen et al., 2017), it is important to highlight as well the similarities of 

excitatory cortical neuron subtypes between Human and mouse (Hodge et al., 2018), and to 

acknowledge that the highest differences arise from the important evolution of the cortico-

cortical projection neurons (commissural and associative/intrahemispheric), as opposed to 

the the corticofugal neurons (Hodge et al., 2018; Miller et al., 2019). Indeed, corticothalamic 

sub-populations and subclasses of SubCerPN, i.e. cortico-striatal, cortico-tectal, cortico-

pontine and cortico-spinal, are well conserved between mouse and Human (reviewed in 

(Miller et al., 2019)), suggesting that, while not perfect, rodents may rather be good models 

to study the contribution of SubCerPN to ALS, and to directly test the corticofugal hypothesis. 
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Further supporting the appropriateness of rodents in general and mice in particular to 

cortical impairment in ALS, is their ability to recapitulate CSN (Handley et al., 2017; Marques 

et al., 2019a; Ozdinler et al., 2011; Yasvoina et al., 2013; Zang and Cheema, 2002) or SubCerP 

(Fil et al., 2017; Liu et al., 2016) degeneration. In that respect, we recently completed a 

comprehensive spatiotemporal analysis of CSN degeneration in the Sod1G86R mouse model of 

ALS, and described a loss of CSN that precedes that of SMN and even NMJ denervation, and 

that is also somatotopically related to SMN degeneration, suggesting that in this mouse model 

cortical impairment precedes SMN impairment (Marques et al., 2019a). Of further relevance 

to Human disease, it is noteworthy that CSN loss also starts before weight loss, pointing to the 

earliness of cortical impairment in these animals (Dupuis et al., 2004; Marques et al., 2019a). 

Thus, the model seemed appropriate to determine the role of CSN in ALS, and to test whether 

CSN degeneration may be detrimental to downstream SMN, by lack of protective input, or 

instead be beneficial by limiting the propagation of a toxic input from the motor cortex. 

 

Absence of SubCerPN delays onset and extends survival without increasing disease duration 

In this study, we sought to assess specifically the contribution of CSN and other 

SubCerPN to disease onset and progression in mice. To this aim, we crossbred the Sod1G86R 

and the Fezf2-/- mouse lines to generate a model that ubiquitously express a mutant of the 

murine Sod1 gene (Ripps et al., 1995) but lacks CSN and other SubCerPN (Hirata et al., 2004; 

Molyneaux et al., 2005), hence challenging ALS pathological and clinical definitions. Our data 

indicate that absence of SubCerPN delays disease onset and increases survival without 

modifying disease duration. The results are highly reminiscent of a study by Thomsen and 

colleagues who knocked-down mutant SOD1 transgene in the posterior motor cortex of the 
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SOD1G93A rat model of ALS (Thomsen et al., 2014). The authors chose an AAV9 virus to 

selectively transduce neurons. AAV9-SOD1-shRNA injections delayed disease onset and 

extended survival without affecting disease duration (Thomsen et al., 2014).  The similarity of 

the results between this study and ours is particularly interesting given the broad differences 

of the two approaches. First, while in Sod1G86R mice, CSN degenerate long before SMN 

(Marques et al., 2019a), CSN degeneration is secondary to SMN loss in the SOD1G93A rats 

(Thomsen et al., 2014). Second, while Sod1G86R were crossed to the Fezf2 KO mice to prevent 

any direct connection between the motor cortex and its targets, the knocked-down of the 

SOD1G93A transgene in rats was undertaken to favour the maintenance of a functional pool of 

CSN. Together, the two sets of data suggest that absence of diseased CSN, or instead 

maintenance of genetically corrected CSN are equally beneficial and that Sod1/SOD1 mutant 

transgene expressing CSN may be detrimental to their downstream targets. Yet, it is worth 

mentioning that AAV9 likely targeted all types cortical excitatory projection neurons and 

inhibitory interneurons, and could have contributed to correct cortical circuit dysfunctions 

which have been reported in the TDP-43A315T and Sod1G93A mouse models of ALS (Kim et al., 

2017; Zhang et al., 2016), and are reminiscent to cortical hyperexcitability that characterizes 

ALS patients (Vucic and Kiernan, 2017). Future cell-type specific genetic ablation experiments 

could further inform on the contribution of individual populations of cortical neurons and glia 

to cortical circuit dysfunction and impairment on the downstream targets of the cerebral 

cortex. Such approaches have allowed to better define the contributions of SMN (Boillee et 

al., 2006), microglia (Boillee et al., 2006; Wang et al., 2011), astrocytes (Yamanaka et al., 

2008b) and muscles (Miller et al., 2006) in ALS onset and progression. Together, these studies 

and ours indicate that cerebral cortex and SubCerPN may rather be involved in disease onset, 

while SMN and glia may rather modulate disease progression. 
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Lack of SubCerPN limits weight loss and motor deterioration 

Far above the corticomotoneuronal axis, ALS affects the whole-body physiology and in 

particular energy metabolism. Weight loss of ALS patients is now acknowledged to start long 

before motor symptoms appearance, and massive weight loss is negatively correlated to 

survival (Dupuis et al., 2004; Dupuis et al., 2011; Peter et al., 2017). Energy homeostasis 

dysfunction is likely to arise, at least partly, from impairment of the hypothalamus, a 

subcortical structure implicated in food intake and weight control (Vercruysse et al., 2018). 

Clear hypothalamic atrophy is present in ALS patients, as well as pre-symptomatic gene 

carriers, and hypothalamic volume has been negatively correlated to disease onset (Gorges et 

al., 2017). While the hypothalamus is known to receive indirect control from the prefrontal 

cortex via the amygdala, it may also, at least in the rat, be under direct control of the medial 

prefrontal cortex via its layer V SubCerPN (Reppucci and Petrovich, 2016). It is thus possible 

that the cerebral cortex and its corticofugal outputs also contribute, at least partly, to weight 

loss in ALS. Such a scenario would require further investigation of the hypothalamus and 

energy metabolism of mice that lack SubCerPN. 

 

Absence of CSN limits motor decline and NMJ dismantlement without affecting spasticity    

While absence of CSN in Sod1G86R mice is beneficial to SMN connection to their 

muscular targets, as observed by analysis of the NMJ and multiple motor tests, it is surprising 

to notice that spasticity, a broadly admitted effect of CSN degeneration onto SMN, is neither 

prevented nor even slightly modulated by the absence of CSN in the double transgenic 

animals. Indeed, spasticity is considered as part of the pyramidal syndrome, and as such, as a 
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sign of CSN impairment (van Es et al., 2017). Yet, this view has recently been challenged by 

series of studies supporting the role of serotonergic neurons in the emergence of spasticity in 

ALS. Decreased levels of spinal serotonin were shown to induce expression of constitutively 

activated 5-HT2B/2C receptors by SMN, which in turn maintain persistent inward current and 

become hyperexcitable (Li et al., 2007; Murray et al., 2010). Degeneration of serotonergic 

neurons in the brainstem, and decreased levels of spinal serotonin were reported in ALS 

patients and mouse models (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017), and SOD1G37R genetic 

ablation from the serotonin neurons allowed altogether to prevent serotonergic neurons 

degeneration and to abolish spasticity (El Oussini et al., 2017). To test whether absence of 

SubCerPN could affect serotonergic neurons degeneration, we quantified the number of 

TPH2-positive neurons at different time points and observed that serotonergic neurons 

degeneration was independent from SubCerPN and still proceeded in the double transgenic 

mice. While our data do not rule out the contribution of other glutamatergic input into the 

spinal cord, such as the red nucleus, they clearly demonstrate that CSN are dispensable for 

the emergence of spasticity in ALS. 

 

Perspectives 

In this study, we demonstrated the detrimental role of the subcerbral projections 

arising from the whole cerebral cortex in a context of ALS. Yet, because the strategy we 

employed prevented the development of this broad neuronal population, it is thus possible 

that compensation by other nuclei have occurred. For instance, genetic ablation of the CSN in 

the Celsr3/Emx1 mice was shown to induce both increased numbers of rubrospinal projections 

and of terminal ramification of monoaminergic axons (Han et al., 2015). Genetic ablation of 
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adult CSN and SubCerPN would thus be particularly informative to better understand how 

these neurons may contribute to disease onset and progression. While our study clearly 

demonstrated a detrimental role of CSN and other SubCerPN in a context of ALS, it did not 

inform on the nature of this detrimental effect, i.e. whether for instance it could arise from 

altered excitability and downstream glutamatergic excitotoxicity, or from potential 

propagation of misfolded SOD1 protein, or both. Selective silencing of, or selective transgene 

excision from the SubCerPN, along with a deep mechanistic analysis of the transcritpomic 

modifications that accompany CSN dysfunction and degeneration in ALS (Marques et al., 

2019a) may in the future provide a better understanding of the role of the cerebral cortex and 

its outputs to ALS, and potentially unravel new therapeutic targets.  
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Materials 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 # 

00738.01). Animals were housed in the animal facility of the Faculty of Medicine of Strasbourg, 

with a regular 12 hours light/dark cycle, under constant conditions (21±1°C; 60% humidity). 

Standard laboratory food and water were accessible ad libitum throughout all experiments. 

BAC transgenic Sod1G86R mice (Ripps et al., 1995) were obtain from the animal facility of the 

Faculty of Medicine of Strasbourg, and knockout Fezf2-/- mice were generated by Hirata and 

colleagues (Hirata et al., 2004) and kindly provided by the Arlotta Lab. Mice were genotyped 

by PCR of genomic DNA from tail biopsies as previously described (Hirata et al., 2004; Ripps et 

al., 1995). Sod1G86R males were crossed with Fezf2+/- females and F1 Fezf2+/-/Sod1G86R males 

were crossed Fezf2+/-/WT females. The F2 generation provided four genotypes of interest: 

Fezf2+/+/WT; Fezf2+/+/Sod1G86R; Fezf2-/-/WT; Fezf2-/-/Sod1G86R. Males were used for survival and 

behavioural studies and end-stage histology. Males and females, in equal proportions, were 

used for H-reflex and histology at pre-symptomatic and symptomatic ages. Mice were 

followed daily, and disease progression was rated according to a clinical scale going from score 

4 to 0, as previously described (Marques et al., 2019a). End-stage animals were euthanized 

upon reaching score 0, i.e. when they were no longer unable to roll over within 10 s after being 

gently placed on their back (Marques et al., 2019a). Disease onset was calculated as the time 

of peak of body weight. 
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Motor coordination and muscle strength analysis 

For all motor tests, mice were trained for 4 weeks before test sessions. Then, mice were 

followed from 9 weeks of age until death, on a daily basis for general health and neurological 

symptoms, twice a week for body weight and muscle grip strength, and once a week for 

inverted grid test, accelerating rotarod performances and Catwalk. Each motor session 

consisted of three trials and the results represent the mean of these three trials. Motor 

coordination and endurance were assessed using rotarod (Ugobasile model 7650), with trials 

of 300 seconds composed of an acceleration period of 150 seconds (4-20 rpm) followed by 

constant speed period of 150 seconds. Muscle strength was measured using a strength grip 

meter (Bioseb, BIO-GS3). Four limbs hang test that allows measuring the ability of mice to use 

sustained limb tension to oppose gravitational force was used as previously described (Carlson 

et al., 2010; Scekic-Zahirovic et al., 2017). Briefly, mice were placed on a cage grid, allowed to 

accommodate to their environment for 3-5 seconds before the grid was inverted and 

positioned 35cm above a receiving cage filled with 5-6 cm of bedding. The hanging time 

corresponds to the time the mice spent hung to the grid before dropping it. Mouse gait was 

analysed with the Catwalk XT (Noldus Information Technology). This automated gait analysis 

system allows digitalizing each individual footprint during the mouse locomotion and 

generates numerous parameters for quantitative and qualitative analysis of individual 

footprint and gait (Vergouts et al., 2015) (Supplementary Table 1). Recordings were performed 

under the conditions previously described (Scekic-Zahirovic et al., 2017). Each mouse was 

allowed to cross freely the recording field of the runway with three independent attempts. 

Criteria for data collection were i) crossing the field in less than 10 seconds and ii) a walking 

speed variation of less than 60%. 
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Electromyography 

All recordings were performed with a standard EMG apparatus (Dantec) on mice anesthetized 

with a solution of ketamine (Imalgène 1000®, Merial; 90mg/kg body weight) and xylazine 

(Rompun 2%®, Bayer; 16mg/kg body weight) and kept under a heating mat to maintain 

physiological muscle temperature (≈31°C). Electrical activity was monitored on muscles of 

both limbs for at least 2 minutes, as previously described (Rouaux et al., 2007).  

 

Tail spasticity 

Tail spasticity of end stage mice was determined and quantified as previously described (El 

Oussini et al., 2017). Briefly, a monopolar needle electrode (Medtronic, 9013R0312, diameter 

0.3 mm) was inserted in segmental tail muscles of paralyzed mice to record reflex activity. 

Muscles spasms were evoked with mechanical stimulation of the tail. For quantification, signal 

intensities were measured before and after stimulation, using ImageJ (NIH), and the signal-to-

noise ratio was calculated. 

 

H-reflex recording 

H-reflex were assessed both legs (with three weeks interval) of presymptomatic mice by 

modifying a previously described method (Lee et al., 2014). Mice were anesthetized with a 

solution of ketamine (Imalgène 1000®, Merial; 90mg/kg body weight) and xylazine (Rompun 

2%®, Bayer; 16mg/kg body weight) and placed on a heating pad. After unilateral exposure of 

the sciatic nerve, a spherical homemade stimulation electrode was placed around the nerve. 

A recording monopolar needle electrode (Medtronic, 9013R0312, diameter 0.3 mm) was 

transcutaneously placed in the abductor digiti minimi muscles and recordings were obtained 

with an amplifier (Digitimer Ldt, DS3). A first stimulation of 0.2ms at 0.1Hz was initially applied, 
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followed by gradually increasing current intensity. This protocol allowed us to find the minimal 

intensity to elicit a M-response and the intensity to obtain a maximal M-response, in order to 

fix the stimulation intensity at approximately 50% of the M-response. For each animal, we 

tested the presence or absence of the H-Reflex by performing 10 sciatic nerve stimulations at 

0.1Hz. For each of the 10 traces, we measured the maximal amplitude (peak value – through 

value) of the noise, on a 1ms window between stimulation and M-Wave (ΔNoise). We 

measured similarly the amplitude of the H-Reflex as the peak-through value of the recording 

on a 1ms window situated at the expected latency for the H-reflex, between 5 and 8ms 

following stimulation (ΔResponse). The mean and standard deviation of the ΔNoise were 

measured from the 10 ΔNoise values obtained from the 10 successive traces for each animal, 

and used to calculate the Z-scores. The Z-score of each response to the stimulation site was 

calculated using the following equation:  

Z − score =  
ΔResponse −  mean ΔNoise

standard deviation of ΔNoise
 

A Z-score of 3, corresponding to a significance level of 0.001, was chosen to discriminate 

significant responses from non-significant ones. This conservative choice of threshold was 

chosen in agreement with visual inspection of the traces, to ensure that any H-Reflex response 

was not simply due to noise. After recording, mice were stitched and kept under a heating 

lamp until recovery. Mice were then monitored for recovery and subjected to daily checks. 

Mice were considered to display H reflex when at least one of the two legs was positive. 

 

Retrograde labelling of the CSN 

CSN were labelled as previously described (Marques et al., 2019a). Briefly, animals were 

deeply anesthetized with an intraperitoneal injection of Ketamine (Imalgène 1000®, Merial; 

120 mg/kg body weight) and Xylazine (Rompun 2%®, Bayer; 16 mg/kg body weight) solution 
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and placed on a heating pad. Laminectomy was performed in the C3-C4 cervical region of the 

spinal cord, and the dura was punctured using a pulled glass capillary lowered to the dorsal 

funiculus. Five pressure microinjections of 23 nl of Fluorogold (Fluorchrome) were performed 

on each side of the dorsal funiculus (Drummond Scientific, Nanoject II). Five days after 

injection, injected mice followed the histological procedure (see below). 

 

Histological procedures  

Animals were deeply anesthetized with an intraperitoneal injection of Ketamine (Imalgène 

1000®, Merial; 120 mg/kg body weight) and Xylazine (Rompun 2%®, Bayer; 16 mg/kg body 

weight), and transcardially perfused with cold 0.01 M PBS, followed by cold 4% PFA in 0.01 M 

PBS. Brains, spinal cords, gastrocnemius and tibialis were post-fixed in the same fixative 

solution overnight (nervous tissues) or for 1 hour (muscles) and stored in PBS 0.1M at 4°C until 

use. Fixed brains and spinal cords were cut in 40µm thick sections on a vibratome (Leica 

Biosystems, S2000). Fluorogold-labelled brains were mounted on slides with DPX mounting 

solution (Sigma-Aldrich). Immunostainings on brains and spinal cords were performed on 

slides at room temperature. First, sections were immersed in 3% hydrogen peroxide (H2O2) to 

remove the endogenous peroxidase activity and washed with phosphate buffered saline 

(PBS). Unspecific binding sites were blocked with 5% horse serum and 0,5% triton X-100 in PBS 

for 30 min and incubated with primary antibody overnight. After rinsing in PBS, sections were 

incubated biotinylated secondary antibody for 2 hours, rinsed in PBS and incubated 1 hour 

with the Vectasatin ABC Kit (Vector Laboratories, PK7200). Revelation was performed by 

incubating the sections in 0,075% 3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich, 

D5905) and 0,002% H2O2 in 50mM Tris HCl. Lumbar (L1-L4) spinal motor neurons from six 

nonadjacent sections spaced by 320 μm were immunolabelled using a goat anti-choline 
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acetyltransferase (ChAT) antibody (Merk Millipore, AB144P, 1/100) and a biotinylated donkey 

anti-goat IgG (Jackson, 1/500). Antibody for other spinal cord immunostainings were: mouse 

anti P62 (Abcam, 56416, 1/100), rabbit anti GFAP (Dako, Z0334, 1/200), goat anti Iba1 (Abcam 

AB5076, 1/100) and corresponding biotinylated secondary antibody (Jackson, 1/500). 

Serotonergic neurons of the median and dorsal raphe nuclei from individual coronal sections 

located at Bregma - 4.72 mm were immunolabelled with a goat anti-TPH2 antibody (Abcam, 

AB121013, 1/500), followed by a donkey anti-goat biotinylated secondary antibody (Jackson, 

1/500).  Tibialis anterior muscles were dissected into bundles and processed for 

immunofluorescence using a combination of rabbit anti-synaptophysin and rabbit anti-

neurofilament antibodies (Eurogentec) followed by an Alexa-conjugated donkey anti-rabbit 

488 (Jackson), and rhodamine conjugated α-bungarotoxin (Sigma-Aldrich, T0195), as 

previously described (Marques et al., 2019a). On average 100 NMJ per animals were 

examined. Images were captured using an AxioImager.M2 microscope (Zeiss) equipped with 

a structured illumination system (Apotome, Zeiss) and a high-resolution B/W camera 

(Hamamatsu), and run by the ZEN 2 software (Zeiss). Experimenters blinded to the genotypes 

performed the neuronal counts and NMJ assessments. 

 

Statistical Analysis 

Data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was 

performed using GraphPad Prism 6 (GraphPad, CA). For comparison between two groups, 

Student’s t-test was used and for three or more groups, 1-way analysis of the variance 

followed by Tukey’s multiple comparison post hoc test was applied. If there were 2 variables, 

we used 2-way analysis of the variance followed by Tukey’s multiple comparison post hoc test 

was applied. For survival and disease onset analysis, animals were evaluated using log-rank 
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(Mantel-Cox) test. We also performed Grubbs’ test also called the ESD method (extreme 

studentized deviate) to exclude one mouse of our survival experiment. Fischer exact test was 

used to determine significant different proportion. Results were considered significant when 

p < 0.05. 
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Figure 1: Generation of a mouse model overexpressing the Sod1G86R transgene but lacking 

all SubCerPN, including the CSN. A. Schematic of the crossbreeding of the Sod1G86R and Fezf2-

/- mouse lines to generate four genotypes of interest: WT, KO, Sod1 and KO / Sod1. B. As a 

disease-relevant subpopulation of SubCerPN, CSN were retrogradelly labeled from the spinal 

cord (left schematic) to verify their absence form the KO animals (right) compared to the WT 

(left). N = 11 WT, 9 KO, 6 Sod1 and 3 KO / Sod1.  
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Figure 2: Absence of SubCerPN delays onset, prevents weight loss, and prolongs survival of 

Sod1G86R mice. A. Bar graph representing the average weight of the four groups of mice at the 

beginning of the survival study (75 days); ***p<0.001; 1-way ANOVA. B. Graph representing 

the evolution of the weight over time for the four genotypes. Sod1 mice lose weight while KO 

/ Sod1 mice rather stop gaining weight; ***p<0.001; linear mixed effects model. C-D. Kaplan-

Meier plot of onset of disease (C) and survival (D) in days, in Sod1 and KO / Sod1 mice. 

**p<0.01; log-rank (Mantel-Cox) test. E. Bar graph representing disease duration; Student 

unpaired t-test. F. Bar graph representing the percentage of weight loss during the course of 

the disease; ***p<0.001; Student unpaired t-test. For all data, N = 23 WT, 22 KO, 14 Sod1, 17 

KO / Sod1.  
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Figure 3: Absence of SubCerPN delays onset of motor symptoms and slows the decline of 

motor capacities. A, B, C. Evolution of motor capacities over time, in days, on the grip strength 

test (A), the rotarod test (B) and the inverted grid test (C); ***p<0.001; linear mixed effects 

model. D, E, F. Kaplan-Meier plots of grip strength score below 150g (D) or decreased latency 
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to fall on the rotarod (E) or the inverted grid test (F); *p<0.05; log-rank (Mantel-Cox) test. G. 

Recapitulative table of linear regression analysis of interest conducted on the various motor 

tests and CatWalk parameters, using either the weight, or the weight and the speed as 

covariates; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; NS: non-significant. For all data, N = 23 WT, 22 

KO, 14 Sod1, 17 KO / Sod1. 
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Figure 4: Absence of CSN does not modify the pathological hallmarks of ALS in the spinal 

cord, but partly protects NMJ. A, B, C. Representative immunochemistry images of the lumbar 

spinal cord ventral horn from end-stage Sod1 and KO/Sod1 mice and their aged-matched WT 

and KO littermates. Sod1 and KO/Sod1 mice displayed an increased GFAP (A) and IBA1 (B) 
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immunoreactivity and P62-positive aggregates (C) compared to WT and KO mice. D. 

Representative images of the lumbar spinal cord ventral horn from end-stage Sod1 and 

KO/Sod1 mice and their aged-matched WT and KO littermates showing Choline 

AcetylTransferase-positive (ChAT) neurons. E. Bar graph representing the average number of 

ventral ChAT-positive neurons per lumbar spinal cord hemi-section; **p<0,01; 1-way ANOVA. 

For all spinal cord immunostaining, N = 6 WT, 6 KO, 8 Sod1, 10 KO/Sod1. F. Representative 

maximum intensity projections images of z-stacks of typical innervated, partly or fully 

denervated neuromuscular junctions (NMJ) from end-stage Sod1 and KO/Sod1 mice and their 

aged-matched WT and KO littermates. G. Bar graph representing the average proportions of 

innervated (dark grey), partly denervated (medium grey) and fully denervated (light grey) NMJ 

for each genotype; ***p<0.001; **p<0.01; 2-way ANOVA. For NMJ analysis, N = 6 animals per 

genotype. Scale bar: 100 µm in A-D and 20 µm in F. 
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Figure 5: Absence of CSN does not prevent or modulate spasticity. A. Representative EMG 

traces of the muscular response in the abductor digiti minimi muscle upon sciatic nerve 

stimulation. Arrows indicate H-reflex in presymptomatic in Sod1 and KO/Sod1 mice only. N = 

6 WT, 6 KO, 8 Sod1, 10 KO / Sod1. B. The frequency of H-reflex amongst Sod1 (top, blue) and 
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KO / Sod1 (bottom, red) animals is not significantly different between the two genotypes; 

Fischer exact test. C. Representative EMG recordings of the muscles of the tail upon 

stimulation in end-stage, fully paralyzed awake Sod1 (N=8, top) and KO/Sod1 (N=11, bottom). 

Spasticity-related tail long-lasting reflex (right panels) can be observed upon stimulation (red 

arrow) in subgroups of animals. D. The frequency of tail spasticity amongst the groups of end-

stage Sod1 and KO/Sod1 mice is not significantly different between the two genotypes; Fischer 

exact test. E. Signal-to-noise intensity ratio of the long lasting reflex does not show any 

significant difference between spastic Sod1 (N = 4) and KO/Sod1 (N = 7) mice. Student 

unpaired t-test. F. Schematic of the coronal section selected for TPH2-positive neurons 

labeling and counting. G. Representative images of TPH2 immunoreactivity in the brainstem 

(dorsal and median raphe) of end stage mice. H. Bar graph representing the average number 

of TPH2-positive neurons, over time (75 days, 105 days and ES), in WT (75, N = 6; 105, N = 6; 

ES = N = 4), KO (75, N = 5; 105, N = 4; ES = N = 4), Sod1 (75, N = 6; 105, N = 8; ES = N = 4) and 

KO / Sod1 (75, N = 3; 105, N = 5; ES = N = 11) mice. *p<0,05 and **p< 0,01 in 2-way ANOVA 

followed by a Fischer multiple comparisons test. Scale bar 300 µm in G. 
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Supplementary Table 1: Linear regression analysis of the different motor tests and CatWalk 

parameters. Complete list of parameters analyzed by linear regression with either i) no 

covariate, ii) weight only, iii) weight and speed as covariates. Analyses were performed both 

when experiments were initiated (Origin) or across time (Slope; *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001; NS = non-significant. 
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Supplementary Figure 1: Graphical representation of linear regression analyses of motor 

tests and CatWalk parameters of interest. A. Linear regression analyses were used to model 

overall evolution of genotypes taking into account the individual progression of each mouse 

over time, in days. To ease visualization of the regression curves, individual mouse traces were 

removed (right graph). A-D. Representative graphs of linear regression analyses conducted on 

data from various motor tests and CatWalk parameters, indicating the reversion of the Sod1 

phenotype in the KO / Sod1 animals.   
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Mon travail de thèse a eu pour objectif de tester pour la première fois dans un modèle 

murin, les souris Sod1G86R, le rôle du cortex cérébral et des NCS dans le déclenchement et la 

progression de la SLA. De manière plus générale, cette thèse ambitionnait aussi de replacer le 

cortex cérébral et les NCS au centre des recherches précliniques sur la SLA. En effet, la grande 

majorité des recherches précliniques se sont concentrées sur les MN et la moelle épinière en 

tentant de comprendre les mécanismes de leur dégénérescence tout en développant des 

stratégies thérapeutiques ciblées sur les MN. Ces efforts ont pour l’instant étaient vains, 

puisqu’il n’existe pas de traitement curatif de la SLA. L’orientation des recherches vers la mise 

en évidence du rôle des NCS et des mécanismes responsables de leur dégénérescence pourrait 

permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Pour répondre à ma 

problématique visant à interroger l’impact de l’absence des NCS sur le déclenchement et la 

progression de la SLA, il était important de choisir une préparation expérimentale adéquate. 

Pour cela, je vais d’abord discuter mes travaux collaboratifs au sein du laboratoire, qui ont 

permis de mettre en évidence la pertinence du modèle murin Sod1G86R pour étudier le cortex 

cérébral et les NCS. Ensuite, je reviendrai sur mes travaux de thèse étayant le rôle des NCS 

dans le déclenchement et la progression de la SLA.  

 

1. Pertinence des souris Sod1G86R dans le contexte de l’étude des NCS 

L’étude de l’influence du cortex cérébral et des NCS sur la SLA n’est possible que dans 

des modèles reproduisant fidèlement la perte combinée et sélective des NCS et des MN. Seul 

un nombre limité d’études ont rapporté la dégénérescence des NCS dans des modèles murins 

de la maladie. Les premières études ont caractérisé la perte précoce et progressive des NCS 

chez les souris SOD1G93A et SOD1G93A/G1H (Ozdinler et al., 2011; Yasvoina et al., 2013; Zang and 

Cheema, 2002). Plus récemment, la perte des NCS a été observé dans d’autres modèles tels 

que les souris TDP-43A315T (Handley et al., 2017), hPFN1G118V (Fil et al., 2017), et C9-BAC (Liu et 

al., 2016). Plusieurs souches murines sont donc capables de reproduire la perte des NCS, 

cependant c’est dans les modèles SOD1 qu’elle reste le mieux caractérisée. 

 

1.1 Les souris Sod1G86R récapitulent la perte des NCS et des MN ainsi que les 

principaux symptômes associés à la SLA 

La SLA est une maladie neurodégénérative présentant une forte hétérogénéité dans 

ses manifestations cliniques et dans sa génétique. La maladie peut se déclencher à des âges 
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et des sites très différents et l’expression des signes d’atteinte des NCS et des MN peut 

fortement varier. Les patients portant des mutations SOD1 représentent environ 10% des 

formes familiales de SLA. Les porteurs de ces mutations sont caractérisés par un site 

d’apparition spinal et pour la majorité d’entre eux, les premiers signes cliniques se retrouvent 

dans les membres inférieurs (Millecamps et al., 2012; Swinnen and Robberecht, 2014). De 

manière intéressante, les patients SOD1 présentent une hyperexcitabilité corticale, déjà 

présente aux stades présymptomatiques (Vucic et al., 2008). Les mutations SOD1 furent les 

premières découvertes en 1993 (Rosen et al., 1993) et permirent la génération des premiers 

modèles murins (Philips and Rothstein, 2015). Ils récapitulent les atteintes présentent chez les 

patients. Pour l’heure, les modèles SOD1 restent les mieux caractérisés mais aussi les plus 

utilisés. 

Par rapport aux souris SOD1G93A, (Gurney et al., 1994) qui sont les plus utilisées, les 

souris Sod1G86R (Ripps et al., 1995) constituent un meilleur choix. En effet, les souris Sod1G86R 

surexpriment une forme murine du gène Sod1, ce qui permet de s’affranchir de la toxicité 

engendrée par la surexpression du gène humain, retrouvé chez les souris SOD1G93A. De plus, 

la mutation G86R abolit l’activité enzymatique de la SOD1 et permet également de se défaire 

de cette toxicité excessive liée à l’augmentation anormale de l’activité de la protéine. Enfin, 

les souris Sod1G86R permettent l’utilisation de contrôles sauvages tandis que pour les souris 

SOD1G93A, il faut rajouter un contrôle surexprimant la forme sauvage du gène humain de la 

SOD1. Les souris Sod1G86R récapitulent les signes typiques de la SLA retrouvés chez les patients. 

En effet, ces souris développent les premiers symptômes moteurs aux alentours de 90 jours, 

puis une paralysie s’installe progressivement conduisant à leur mort entre 105 et 110 jours. 

Dans ce modèle, l’apparition des symptômes se fait de manière homogène et reproductible. 

La perte de poids de animaux est considérée comme le début de la maladie, suivie de 

l’apparition des premiers symptômes moteurs, résultant de la dénervation des jonctions 

neuromusculaire, et finalement puis la perte des corps cellulaires des MN spinaux (Dupuis et 

al., 2004; Halter et al., 2010; Rouaux et al., 2007). 

 

1.2 Les NCS dégénèrent de manière précoce, spatio-temporelle et 

somatotopique chez les souris Sod1G86R 

Pour la première fois, l’étude du laboratoire à laquelle j’ai participé, a permis de mettre 

en évidence la dégénérescence des NCS chez les souris Sod1G86R (Marques et al., 2019b) 
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(Annexe 2, publication 1, figure 1). Ainsi, ce modèle récapitule bien la perte sélective et 

conjointe des NCS et des MN observées chez les patients SLA (Hammer et al., 1979; Nihei et 

al., 1993; Sasaki and Iwata, 1999a).  

Les NCS sont organisés de façon topographique le long des axes rostro-caudal et 

médio-latéral du cerveau de l’Homme (Lemon, 2008; Penfield and Boldrey, 1937; Penfield and 

Welch, 1951) mais aussi des rongeurs (Akintunde and Buxton, 1992; Kamiyama et al., 2015; 

Moreno-Lopez et al., 2016) en fonction du segment de la moelle épinière qu’ils innervent. Il 

existe donc plusieurs sous-populations de NCS correspondants à différentes parties du corps. 

Ainsi, nous nous sommes demandés si la dégénérescence des NCS était homogène sur 

l’ensemble des populations de NCS ou si certaines populations étaient plus vulnérables que 

d’autres. L’injection de FluoroGold, un traceur rétrograde, dans le funicule dorsal la moelle 

épinière nous a permis de marquer spécifiquement les NCS au sein du cortex. L’injection à des 

âges différents et à des segments différents de la moelle épinière permet alors d’établir le 

décours spatio-temporel de la dégénérescence des populations de NCS. 

Lorsque l’ensemble des populations de NCS est marqué à l’aide d’une injection dans la 

moelle épinière cervicale, on observe une diminution légère et précoce du nombre de NCS 

marqués dès le stade présymptomatique à 60 jours. Cette perte devient significative à 90 jours 

et s’alourdit au stade terminal de la maladie (Marques et al., 2019b) (Annexe 2, publication 1, 

figure 2). Ces résultats sont en accord avec les données cliniques d’électrophysiologies qui 

montrent un dysfonctionnement précoce des NCS dans le cortex moteur des patients SLA 

(Menon et al., 2015; Vucic et al., 2008). De plus, la perte des NCS n’est pas égale le long de 

l’axe rostro-caudal. En effet, à 90 jours, la perte se fait dans les régions les plus caudales du 

cortex moteur puis s’installe dans l’ensemble du cortex au stade terminal de la maladie. Il est 

intéressant de noter que ce sont les régions caudales qui projettent vers les MN de la moelle 

épinière lombaire qui sont responsables du contrôle des muscles des membres postérieurs 

chez les rongeurs (Kamiyama et al., 2015; Moreno-Lopez et al., 2016), et des membres 

inférieurs chez l’Homme (Schieber, 2007). Or, chez les souris Sod1G86R se sont les muscles des 

membres postérieurs qui sont affectés les premiers et les MN de la moelle épinière qui 

dégénèrent en premier. Il semblerait donc qu’il existe une relation somatotopique entre 

l’atteinte des muscles et la dégénérescence des MN dans la moelle épinière et des NCS dans 

le cortex chez les Sod1G86R. Cette progression au cours du temps des régions les plus caudales 

vers les régions rostrales pourrait être le reflet de la progression des symptômes des membres 
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postérieurs vers les membres antérieurs (Marques et al., 2019b). L’injection de FluoroGold 

dans la moelle épinière lombaire nous a permis de marquer spécifiquement la sous population 

de NCS impliqués dans le contrôle des muscles des membres inférieurs. Les résultats montrent 

une perte plus précoce, dès 60 jours, et plus importante de cette population par rapport à 

l’ensemble des NCS (Marques et al., 2019b). Afin d’étudier la dynamique de la 

dégénérescence, nous avons comparé le décours de la dégénérescence des NCS des régions 

caudales du cortex moteur, à celle des MN de la moelle épinière lombaire et de l’état 

d’innervation des jonctions musculaires d’un muscle des membres postérieurs, le tibialis 

antérieur. Il apparaît que les NCS sont les premiers à être affectés dans la maladie dès 60 jours. 

S’en suit une dénervation des jonctions musculaires à partir de 90 jours puis d’une perte des 

MN spinaux au stade terminal de la pathologie (Marques et al., 2019b) (Annexe 2, publication 

1, figure 3). 

Pris dans leur ensemble, les résultats de cette étude de notre laboratoire montrent 

pour la première fois que la dégénérescence des NCS suit une dynamique spatio-temporelle 

et récapitule la relation somatotopique entre les différentes régions du corps affectées. Ces 

travaux vont dans le sens des études faites chez l’Homme (Menon et al., 2015; Mochizuki et 

al., 1995; Ravits et al., 2007a; Zhang et al., 2014a) qui ont également décrit une relation 

somatotopique. Aussi, cette étude, et d’autres avant elle, dans d’autres modèles murins 

(Ozdinler et al., 2011; Zang and Cheema, 2002) met en évidence le caractère particulièrement 

précoce de la perte des NCS, précédant la dégénérescence des MN, et même l’atteinte des 

JNM, jusqu’alors considérée comme particulièrement précoce (Fischer et al., 2004). En dépit 

des critiques adressées aux modèles murins de SLA, les souris Sod1G86R semblent donc 

constituer un modèle pertinent pour étudier la pathologie et plus précisément l’implication 

des NCS. 

 

2. Génération d’un modèle murin développant la SLA en l’absence de NPSC 

Ces résultats replacent les NCS au cœur de la pathologie de la SLA et vont dans le sens 

des observations cliniques des patients SLA qui montrent une implication précoce et même 

présymptomatique du cortex cérébral et des NCS (Eisen et al., 2017; Verde et al., 2017; Vucic 

et al., 2013). Ces études chez les patients ont permis le développement de l’hypothèse d’une 

origine corticale et d’une propagation corticofuge de la pathologie (Braak et al., 2013; 

Brettschneider et al., 2013a; Eisen et al., 2017; Kassubek et al., 2014). Selon cette hypothèse, 
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la maladie trouverait son origine dans le cortex moteur primaire et se disséminerait via les 

neurones de projection corticofuge. La pathologie peut alors se transmettre de neurones en 

neurones, sur de longues distances et toucher l’ensemble du système nerveux. Bien que de 

plus en plus d’études apportent des arguments en faveur de cette hypothèse, elle ne peut 

être formellement démontrée chez les patients SLA, et n’a encore jamais été éprouvée dans 

les modèles animaux.  

Dans le cortex cérébral, il existe plusieurs populations de neurones de projections 

pouvant étayer l’hypothèse d’une propagation de neurone en neurone sur de longues 

distances. On retrouve 3 sous-types majeurs de neurones de projections dans le cortex 

cérébral (Molyneaux et al., 2007). 1) Les neurones à projections associatives qui envoient leurs 

axones au sein du même hémisphère cérébral. 2) Les neurones à projections commissurales 

qui envoient leurs axones vers l’hémisphère opposé via le corps calleux ou la commissure 

antérieure. On retrouve ces neurones dans les couches II/III, V et VI du cortex cérébral. 3) Les 

neurones à projections corticofuges qui envoient leurs axones en dehors du cortex cérébral. 

On y distingue les neurones corticothalamiques qui résident dans les couches VI (majoritaire) 

et V (minoritaire) et projettent vers les différents noyaux du thalamus, les neurones à 

projection subcérébrale qui résident dans la couche V et projettent vers le tronc cérébral et la 

moelle épinière. Parmi les neurones à projection subcérébrale, on distingue 3 sous-types 

majeurs, les neurones corticotectaux, les neurones corticopontins et les neurones 

corticospinaux (NCS). Cette vue simplifiée ne doit pas faire oublier qu’il existe encore d’autres 

populations plus hétérogènes de neurones de projections, innervant différentes régions du 

système nerveux (Lodato and Arlotta, 2015; Molyneaux et al., 2007). 

Dans le contexte de la SLA et de l’hypothèse corticofuge, les neurones à projection 

subcérébrale (NPSC) apparaissent particulièrement pertinents. En effet, ces neurones sont 

fortement et précocement atteint par la pathologie TDP-43, et connectent des zones du 

système nerveux distantes (Brettschneider et al., 2013a). Pour tester la contribution des NPSC 

dans le déclenchement et la progression de la SLA, nous avons choisi d’utiliser les souris 

Sod1G86R qui développent la SLA et de les croiser avec les souris Fezf2-/- qui sont dépourvues 

de NPSC et donc de NCS et de connexion entre le cortex et la moelle épinière (Hirata et al., 

2004; Molyneaux et al., 2005) (Résultats, figure 1). Un tel modèle va à l’encontre de la 

définition clinique et histologique de la SLA qui s’appuie sur la dégénérescence conjointe et 

sélective des NCS et des MN. Le suivi quotidien de l’état clinique et le passage hebdomadaire 
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dans des tests moteurs a permis de comparer le déclenchement et l’évolution de la SLA chez 

les souris en présence ou en absence de NPSC. La batterie de tests utilisés dans cette étude a 

permis de couvrir plusieurs aspects cliniques. Le rotarod reste le test le plus utilisé pour 

mesurer les déficits moteurs chez les rongeurs. Il permet d’investiguer la coordination ainsi 

que l’endurance et la fatigabilité. Le test d’agrippement permet de mesurer la force 

musculaire développée par les animaux. Il présente l’avantage d’être très similaire au test 

réalisé en clinique avec les patients. Le test de la grille inversée permet également de mesurer 

de manière non quantitative la force des animaux à résister à la gravité et en plus de tester la 

coordination et la dextérité. Enfin, le catwalk est un test automatisé permettant l’évaluation 

de la locomotion volontaire chez les rongeurs (Brooks and Dunnett, 2009). 

 

2.1 L’absence de NPSC induit des effets bénéfiques sur le déclenchement et la 

progression de la SLA 

Lors de cette étude, le suivi clinique des animaux a mis en évidence pour la première 

fois le rôle bénéfique de l’absence de NPSC dans un modèle de SLA. Pour déceler ce rôle, il 

était important de suivre régulièrement l’apparition des premiers symptômes avec des tests 

moteurs adéquats et validés (Knippenberg et al., 2010). 

Le suivit hebdomadaire des performances motrices dans quatre tests différents mais 

complémentaires a montré un décalage de l’apparition des troubles moteurs et une réduction 

positive du déclin des performances motrices en l’absence de NPSC dans l’ensemble des tests 

(Résultats, figure 3, figure supplémentaire 1, tableau supplémentaire 1). Le test 

d’agrippement, le rotarod et le test de la grille inversée nous ont permis de quantifier 

l’évolution de la force musculaire, de la coordination et de l’endurance des souris. Ces tests 

font souvent l’objet de critiques quant à leur sensibilité pour détecter des altérations subtiles. 

Ici, malgré ces défauts, nous avons retrouvé une nette différence, indiquant un effet robuste. 

Nous avons également suivi l’évolution de différents paramètres relatifs à la locomotion 

spontanée des souris grâce au système automatisé Catwalk. Cet outil permet la mesure 

objective et sensible de plus d’une centaine de paramètres, statiques (ex : l’aire d’une patte) 

et dynamiques (ex : la vitesse), de façon longitudinale chez le rongeur. Déjà utilisé dans de 

nombreuses applications comme les lésions de la moelle épinière et la neurodégénérescence, 

il a été récemment validé dans plusieurs modèles murins de SLA (Funikov et al., 2018; Scekic-

Zahirovic et al., 2017; Vergouts et al., 2015). Lors de l’interprétation des résultats, il est 
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important de se défaire de l’influence du poids des animaux ainsi que de leur vitesse. En effet, 

il a été montré que ces deux variables corrèlent largement avec les paramètres étudiés (Batka 

et al., 2014). Pour ne pas tenir compte de ces influences, nous avons les avons modélisées et 

incorporées dans un modèle linéaire à effets mixtes permettant une analyse statistique plus 

correcte. Les résultats montrent alors que l’absence de NPSC permet l’amélioration de 10 

paramètres moteurs chez les souris Sod1G86R, dont 4 ne sont pas simplement dus à l’absence 

de NPCS. En plus de retarder le déclenchement de la pathologie, l’absence de NCS influence 

de manière positive la survie des animaux. La prolongation de l’espérance de vie des animaux 

démontre encore une fois l’effet bénéfique de l’absence des NCS (Résultats, figure 2). En 

revanche, la durée de la maladie reste la même. Ces résultats vont donc dans le sens d’un effet 

toxique des NCS dans un contexte de SLA, et d’un potentiel rôle précoce dans la maladie.  

La SLA est maintenant considérée comme une maladie multicellulaire, impliquant des 

types cellulaires variés. En plus de l’implication des NCS et des MN, il est important de prendre 

en compte le rôle des cellules gliales, des cellules musculaires et d’autres populations 

neuronales comme les neurones sérotoninergiques, les neurones hypothalamiques et les 

interneurones. Ainsi, plusieurs études ont voulu tester la contribution de diverses populations 

cellulaires. L’excision génétique par un système LoxP/Cre de la SOD1 mutée dans les MN de 

souris SOD1G87R, induit une augmentation de la survie des animaux, due à un ralentissement 

de la phase précoce de la maladie (Boillee et al., 2006). Les mêmes résultats sont obtenus 

lorsque l’on excise la SOD1 mutée des astrocytes et des microglies, mais dans ce cas le 

ralentissement s’effectue dans une phase plus tardive de la maladie (Boillee et al., 2006; Wang 

et al., 2011; Yamanaka et al., 2008a; Yamanaka et al., 2008b). La réduction de l’expression de 

la SOD1G93A dans les cellules musculaires par siARN, ne conduit à aucun changement du 

déclenchement ou de la progression de la maladie (Miller et al., 2006). Enfin, des travaux 

portant sur la suppression de la mutation SOD1 dans le cortex moteur de rats SOD1G93A par 

shARN, vont dans le même sens que nos résultats : retard du déclenchement et une 

augmentation de la survie sans augmentation de la durée de la maladie (Thomsen et al., 2014). 

Dans leur ensemble, ces résultats indiquent que les NCS jouent un rôle dans le déclenchement 

de la pathologie, et qu’ils sont à ce jour l’unique population cellulaire permettant de modifier 

cette phase de la maladie.  
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2.2 L’absence de NPSC réduit la perte de poids au cours de la maladie 

Initialement, la SLA était considérée comme une maladie neurodégénérative affectant 

uniquement le système moteur. Cependant, plusieurs études ont apporté des preuves d’une 

implication systémique, touchant l’ensemble du système nerveux mais aussi de tout 

l’organisme (Dupuis et al., 2011; van Es et al., 2017). En particulier, le métabolisme 

énergétique se retrouve fortement altéré chez les patients SLA. Les défauts de l’homéostasie 

énergétique induisent une perte de poids importante chez les patients et dans les modèles 

murins. Rétrospectivement, il s’avère que la perte de poids commence longtemps avant 

l’apparition des symptômes moteurs (Desport et al., 2001; Dupuis et al., 2004; Peter et al., 

2017), et qu’elle est corrélée de manière négative à la sévérité de la maladie (Desport et al., 

1999; Park et al., 2015). Dans les modèles murins, la perte de poids est considérée comme le 

repère temporel du déclenchement de la maladie (Boillee et al., 2006; Dupuis et al., 2004). 

Notre étude montre que l’absence de NPSC induit un retard de la perte de poids chez les 

souris. De plus, ces souris perdent moins de poids au cours de la maladie, alors qu’au départ, 

elles sont plus petites (Résultats, figure 2). Il y a donc une corrélation entre cette perte de 

poids réduite et l’amélioration des symptômes moteurs, ainsi que le décalage du 

déclenchement de la maladie et le prolongement de la survie des animaux. Ces résultats sont 

en accord avec une précédente étude montrant que la réduction de la perte de poids au cours 

de la maladie, grâce à en régime alimentaire enrichi en graisse, permet également le décalage 

du déclenchement de la maladie, le prolongement de la survie ainsi que le maintien des MN 

et des JNM (Dupuis et al., 2004).  

L’absence de NPSC semble donc avoir un effet bénéfique sur le déclenchement de la 

maladie et sur la perte de poids au cours de la maladie. Cette action inattendue sur le poids 

peut s’expliquer en s’intéressant à l’hypothalamus, une structure jouant un rôle important 

dans la prise alimentaire et la régulation du poids (Vercruysse et al., 2018), et qui se retrouve 

également altérée dans le modèle souris Sod1G86R et chez les patients SLA (Gorges et al., 2017; 

Vercruysse et al., 2016). Les altérations sont retrouvées dans la voie de la mélanocortine et 

permettent de faire le lien avec les problèmes de prises alimentaires et de perte du contrôle 

de la prise de poids chez les souris et les patients SLA (Vercruysse et al., 2016). Si l’expression 

de Fezf2 a également été mise en évidence dans les progéniteurs neuronaux de 

l’hypothalamus, les souris Fezf2-/- ne présentent pas de défaut de développement de cette 
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structure (Hirata et al., 2004). La réponse est donc peut-être davantage dans l’existence 

possible de connections directes entre le cortex préfrontal médian et l’hypothalamus latéral, 

telles qu’elles ont récemment été démontrées chez le rat (Reppucci and Petrovich, 2016). Ces 

connections entre le cortex préfrontal médian et l’hypothalamus latéral sont assurées par les 

neurones de la couche V (Reppucci and Petrovich, 2016). Il serait donc intéressant de vérifier 

si cette sous-population de NPSC est bien absente chez les souris Fezf2-/-, et de déterminer 

plus spécifiquement son rôle dans le contrôle de la prise alimentaire et du maintien du poids.  

 

2.3 L’absence de NPSC n’empêche pas le développement de la maladie 

Malgré l’observation d’effets bénéfiques sur le déclenchement de la maladie, il n’en 

demeure pas moins que la maladie s’installe, progresse et cause la mort des animaux. La survie 

des animaux en l’absence de NPSC est prolongée mais la durée de maladie reste la même. 

Nous avons donc regardé chez les souris au stade terminal de la maladie, quel était l’état des 

MN dans la moelle épinière et les jonctions neuromusculaires. Lorsque l’on s’intéresse au MN 

spinaux lombaires, on observe une légère protection chez les souris n’ayant pas de NPSC. 

Cette tendance n’est pas significative au niveau spinal. En revanche, au niveau du muscle, on 

observe une protection significative de l’état d’innervation des jonctions neuromusculaire 

(Résultats, figure 4). Cette protection pourrait notamment expliquer le déclin moindre chez 

ses souris et leurs meilleures performances aux tests moteurs, mêmes aux derniers stades de 

la maladie. Le fait que les MN ne soient pas significativement protégés alors que les jonctions 

neuromusculaires le sont, peut s’expliquer par le phénomène de réinnervation. En effet, au 

cours de l’établissement de la SLA et de la dénervation progressive des jonctions 

neuromusculaires, les MN résistants à la dégénérescence tentent de recréer de nouvelles 

jonctions neuromusculaires par le biais d’une réinnervation des fibres musculaires. Ce 

phénomène commence même à des stades présymptomatiques, chez les patients et dans les 

modèles SOD1G93A et SOD1G37R (Bruneteau et al., 2013; Martineau et al., 2018; Rocha et al., 

2013; Sharp et al., 2018). De plus, on observe chez les patients ayant une progression lente et 

une espérance de vie prolongée, une plus forte proportion de réinnervation que chez les 

patients mourants rapidement (Bruneteau et al., 2013). Il se pourrait donc qu’en l’absence de 

NCS, le phénomène de réinnervation soit maintenu ou plus efficace. Cette protection au 

niveau des jonctions neuromusculaires pourrait ainsi expliquer l’amélioration des symptômes 

moteurs observée chez les souris n’ayant pas de NPSC. 
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 Cependant, l’absence de connexion entre le cortex cérébral et la moelle épinière 

n’empêche ni la dénervation ni la perte des MN, et la paralysie progressive s’installe 

indéniablement chez les souris Sod1G86R. De plus, cette dégénérescence est toujours 

accompagnée par la mise en place d’une réponse inflammatoire se traduisant par une 

astrogliose et une activation des cellules microgliales (Résultats, figure 4). Cela indique que 

même en l’absence de NPSC, un environnement dégénératif et délétère s’installe dans la 

moelle épinière et conduit à la perte progressive des MN. En outre, nos résultats montrent 

une absence de corrélation entre les effets bénéfiques de l’absence de NPSC et la gliose 

réactionnelle de la moelle épinière. En d’autres termes, si dans un contexte de SLA les NPSC 

s’avèrent toxiques, ça n’est probablement pas par le biais d’un mécanisme pro-inflammatoire. 

 

2.4 L’établissement de la spasticité ne dépend pas de la dégénérescence des 

NCS 

La spasticité est une composante majeure du syndrome pyramidal présent chez les 

patients SLA et qui est définit comme un marqueur de l’atteinte et de la dégénérescence des 

NCS. Les mécanismes physiopathologiques entrainant le développement de la spasticité sont 

relativement bien connus lors de lésions de la moelle épinière, en revanche, ce n’est pas 

encore le cas dans la SLA. Le paradigme actuel dominant définit la spasticité comme étant due 

à la dégénérescence progressive des NCS et à la perte de connexion entre le cortex moteur et 

la moelle épinière, conduisant in fine à l’hyperexcitabilité des MN (de Carvalho et al., 2014; 

Kiernan et al., 2011). Cependant, à ce jour aucune étude n’a pu prouver ce paradigme. 

D’autant plus, deux études récentes au laboratoire ont montré l’implication des neurones 

sérotoninergiques dans l’établissement de la spasticité (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 

2017). Aussi bien chez les patients que chez les souris Sod1G86R et SOD1G37R, les neurones 

sérotoninergiques du noyau raphé dégénérèrent et la perte des projections sérotoninergiques 

induit une diminution des niveaux de sérotonine dans la moelle épinière ce qui a pour 

conséquence l’activation constitutive des récepteurs sérotoninergiques 5-HT2B/2C sur les MN 

(Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017). Cette hausse de l’activation des récepteurs est 

connue pour activer les courants persistants entrants qui favorisent l’hyperexcitabilité des MN 

et provoquent la spasticité (El Oussini et al., 2017; Murray et al., 2010; Murray et al., 2011; 

Neumann et al., 2006). L’utilisation d’antagonistes inverses de ces récepteurs permet 

l’abolition de la spasticité chez les souris Sod1G86R et SOD1G37R au stade terminal de la maladie. 
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Chez les souris et TPH2-Cre ; FloxedSOD1G37R, le maintien des neurones sérotoninergiques 

enraye le développement de la spasticité, accélère le déclenchement de la maladie sans 

modifier la survie, ce qui se traduit en une phase symptomatiques plus longue et des 

symptômes moteurs aggravés (El Oussini et al., 2017). Ainsi, la spasticité est positivement 

corrélée à la sévérité de la maladie chez les souris SOD1G37R. Il est important de préciser que 

chez les patients SLA, la spasticité peut aussi avoir un rôle bénéfique, notamment à cause du 

maintien des fonctions motrices résiduelles. De plus, les patients spastiques ont une 

espérance de vie plus longue que les patients non spastiques (Adams and Hicks, 2011; 

Satkunam, 2003).  

Le paradigme des mécanismes physiopathologiques de la spasticité a donc été 

récemment revisité grâce à ses études. Cependant, l’implication des NCS n’a toujours pas été 

démontrée. Nous avons donc voulu savoir si une spasticité pouvait s’établir chez les souris 

Sod1G86R en l’absence de NPSC et donc en l’absence du processus neurodégénératif provenant 

des NCS et se propageant vers la moelle épinière. Compte tenu de la précocité des atteintes 

des NCS dans la SLA et les souris Sod1G86R, nous avons d’abord tenu à évaluer la spasticité chez 

des souris présymptomatiques. Pour ce faire, nous avons transposé à notre modèle murin une 

technique utilisée en routine chez les patients SLA en clinique, la mesure du réflexe 

d’Hoffmann (Angel, 1963; Burke, 2016; Nielsen et al., 2007). En effet, l’altération de ce réflexe 

est considérée comme étant le reflet des changements spinaux et supraspinaux induisant la 

spasticité (Nielsen et al., 2007). Ce réflexe est établi en stimulant un nerf mixte possédant les 

composantes motrices et sensorielles. Cette stimulation induit une dépolarisation des fibres 

sensorielles, qui normalement captent l’étirement du muscle. Ces afférences vont alors 

stimuler en retour le MN et l’on va observer en EMG une réponse, l’onde H avec une latence 

plus élevée que l’onde M, provoquée par l’activation directe des MN. A l’aide de cette 

technique adaptée à la souris (Modol et al., 2014; Tan et al., 2012; Toda et al., 2014), nous 

avons mesuré la présence ou l’absence du réflexe d’Hoffmann chez des souris 

présymptomatiques, caractérisées par l’absence de dénervation en EMG et de tout signe 

clinique d’altération motrice des pattes. Chez ces souris, il n’y avait pas de signe visuel de 

d’une quelconque spasticité. La technique employée ne nous a pas permis pas de mettre en 

évidence la présence du réflexe d’Hoffmann chez les souris ne développant la SLA. Pour 

déclencher un réflexe d’Hoffmann chez une souris sauvage, il nous a fallu réaliser une 

pyramidotomie. En revanche, sa présence chez les souris développant la SLA témoigne d’une 
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hyperactivation de ce réflexe, sous-tendant l’hyperexcitabilité du MN et donc de 

l’établissement de la spasticité. Les enregistrements montrent que les altérations du réflexe 

d’Hoffmann s’établissent indépendamment de la présence ou l’absence de NPCS. C’est la 

première fois que de telles altérations sont enregistrées chez des souris présymptomatiques. 

Elles témoignent de l’établissement précoce de changements au niveau de la moelle épinière. 

Au stade terminal de la maladie, la spasticité s’observe aisément de façon visuelle chez les 

souris au niveau de la queue. Celle-ci se contracte spontanément, de façon involontaire et 

s’agite en l’air anormalement. La spasticité est alors mesurée par EMG sur un animal paralysé 

par une stimulation mécanique entrainant un réflexe de longue durée. Nos résultats montrent 

que la spasticité se développe même en l’absence de NPSC au stade terminal de la maladie. 

Chez les souris Sod1G86R, nos résultats indiquent que la spasticité peut très bien se développer 

en l’absence de dégénérescence des NCS. Il semble donc que les NCS ne jouent pas un rôle 

prépondérant dans l’établissement de ce phénomène pathologique contrairement à la 

définition du paradigme actuel de la spasticité. 

Comme l’établissement de la spasticité semble se faire indépendamment de la 

dégénérescence des NCS, nous avons ensuite voulu confirmer l’implication des neurones 

sérotoninergiques (El Oussini et al., 2017) dans l’établissement de la spasticité en l’absence 

de NPSC. Nous avons donc quantifié le nombre de neurones sérotoninergiques dans les 

noyaux raphé dorsal et médian à des âges asymptomatiques, présymptomatiques et au stade 

final de la maladie. Les résultats des comptages récapitulent la perte des neurones 

sérotoninergiques au stade final de la pathologie en absence et en présence de NPSC. En 

revanche on n’observe pas de perte neuronale dans le noyau raphé à des âges 

présymptomatiques. Il apparaît donc que la dégénérescence des neurones sérotoninergiques 

se fait indépendamment de l’absence ou de la présence des NPSC. Ce manque d’implication 

des NCS dans la dégénérescence des neurones sérotoninergiques du raphé peut s’expliquer 

par le fait le cortex envoie des projections peu nombreuses et diffuses vers le noyau raphé et 

de ce fait que le noyau raphé est particulièrement épargné par la pathologie TDP-43 chez les 

patients SLA (Brettschneider et al., 2013a). Or on sait maintenant que la connectivité entre les 

régions du système nerveux est importante dans le développement de la pathologie SLA. En 

revanche pour l’instant, rien n’explique pourquoi les neurones sérotoninergiques dégénèrent 

dans la SLA. 
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L’observation précoce de la présence du réflex d’Hoffmann chez les souris Sod1G86R est 

en opposition aux résultats trouvés chez les souris SOD1G93A, où la spasticité se retrouve 

uniquement aux stades avancés de la maladie (Mancuso et al., 2011; Modol et al., 2014). 

Néanmoins, plusieurs différences sont à noter entre ces expériences. Premièrement, les 

modèles expérimentaux ne sont pas les mêmes et ont des progressions différentes (Gurney 

et al., 1994; Ripps et al., 1995). Dans les deux expériences et dans la nôtre, les animaux utilisés 

étaient qualifiés de présymptomatiques. Cependant, ce terme peut cacher des animaux 

d’âges très différents. En effet, dans les deux études sur les souris SOD1G93A, les souris étaient 

âgées de 8 semaines, un âge qui précède largement l’apparition des symptômes moteurs. 

Dans notre étude, les souris étaient âgées de 11 et 15 semaines, un âge proche de l’apparition 

des premiers symptômes moteur. Pour chaque souris, nous avons vérifié par EMG l’absence 

de tout signe d’altérations de l’activité spontanée des muscles des pattes postérieurs. Cette 

différence peut donc expliquer les différents résultats. Il faut également noter quelques 

différences dans les protocoles utilisés. En effet, dans les deux études sur les souris SOD1G93A, 

les protocoles de stimulation utilisent des électrodes percutanées, placées au plus proche de 

la hanche. Dans notre cas, l’électrode entoure le nerf sciatique après son exposition, ainsi la 

stimulation se fait de façon plus distale. Il se peut donc que les paramètres de stimulation 

donnent lieu à des sensibilités différentes permettant ou non la détection du réflexe 

d’Hoffmann. 

Les altérations du réflexe d’Hoffmann peuvent aussi être dû à des changements 

purement spinaux (Nielsen et al., 2007). En effet, il a été montré chez les souris SOD1G93A à un 

stade tardif de la maladie que des altérations au niveau des interneurones de la moelle 

épinière peuvent contribuer à la spasticité (Modol et al., 2014). En l’occurrence, les auteurs 

ont observé une diminution du nombre de cellule de Renshaw, qui en condition normale 

inhibe les MN et participent à l’inhibition récurrente. De plus, l’étude montre une baisse du 

marquage protéique de la Géphrine, une protéine postsynaptique caractéristique des 

synapses inhibitrice GABAergiques ou glycinergiques (Modol et al., 2014). Ces changements 

pourraient donc avoir tendance à augmenter l’hyperexcitabilité des MN et donc contribuer à 

la spasticité. Il n’est pas à exclure que dans notre modèle ces altérations soient retrouvées et 

participent au phénomène de spasticité.  

L’étude de la spasticité dans notre modèle murin montre pour la première fois que la 

spasticité est un phénomène indépendant de la dégénérescence des NCS et contredit le 
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paradigme actuel. Néanmoins, il n’est pas exclu que d’autres populations neuronales 

participent à l’élaboration de la spasticité. En effet, la spasticité est en partie due à des 

modifications des influences inhibitrices et excitatrices supraspinales (Segal, 2018). Plusieurs 

noyaux moteurs du tronc cérébral, sous influences du cortex peuvent moduler l’excitabilité 

des MN et donc induire de la spasticité. C’est notamment le cas des neurones réticulospinaux 

et rubrospinaux (Bar-On et al., 2015; Mukherjee and Chakravarty, 2010; Trompetto et al., 

2014). De plus, dans les cas de lésions de la moelle épinière, provoquant également de la 

spasticité, la noradrénaline, une autre monoamine, peut agir comme la sérotonine. En effet, 

les récepteurs noradrénergiques NAα1 présent sur les MN, participent également à la 

facilitation des courants entrants persistants et sont activés de façon constitutive lors de la 

déplétion des afférences noradrénergiques (D'Amico et al., 2014; Lee and Heckman, 2000). 

Cela montre donc que tout comme la sérotonine, la noradrénaline est capable de moduler 

l’excitabilité des MN et donc potentiellement d’induire une spasticité. Contrairement aux 

niveaux de sérotonines qui sont diminués dans la moelle épinière (Dentel et al., 2013), il 

semblerait que les niveaux de noradrénaline soient augmentés chez les patients SLA (Bertel 

et al., 1991) Cependant cette étude a été réalisée sur seulement 4 patients et requiert donc 

de rester prudent sur l’interprétation des résultats. Cette augmentation pourrait rendre les 

récepteurs noradrénergiques plus actifs et donc participer à l’hyperexcitabilité des MN et donc 

de la spasticité. De plus, une étude sur des nouveaux nés SOD1G93A montrent une sensiblité 

accrue des réseaux neuronaux spinaux à la noradrénaline (Milan et al., 2014). Il serait 

intéressant d’étudier la contribution des neurones noradrénergiques du locus coeruleus dans 

l’établissement de la spasticité. 

 

3. Mécanismes physiopathologiques de la toxicité des NCS 

Les effets globalement bénéfiques de l’absence de NPSC tendent à montrer que dans 

le contexte de la SLA, ces neurones auraient des propriétés toxiques pour leurs cibles 

cellulaires. Ainsi, les NPSC propageraient la pathologie au travers de leurs projections à 

l’ensemble du système nerveux. Ces interprétations vont donc dans le sens de l’hypothèse 

d’une origine corticale et d’une propagation corticofuge émise suites à différentes 

observations génétiques, cliniques et histopathologiques chez les patients SLA (Braak et al., 

2013; Brettschneider et al., 2013a; Eisen et al., 2017). De cette hypothèse, plusieurs 
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mécanismes physiopathologiques expliquant la transmission de cette toxicité ont été 

proposés.  

 

3.1 Dissémination de protéines mal repliée et d’agrégats toxiques 

Une des marques histopathologiques retrouvées chez quasiment tous les patients SLA 

est la présence d’agrégats protéiques insolubles. Ces inclusions toxiques sont positives pour 

l’ubiquitine et sont combinées avec d’autres protéines. Parmi ces protéines, TDP-43 est celle 

qui est le plus souvent retrouvée, aussi bien dans les cas familiaux et sporadiques de SLA 

(Braak et al., 2013; Ling et al., 2013; Neumann et al., 2006). Plusieurs études dans les modèles 

animaux ont également montré que la protéine SOD1 est capable de former des agrégats 

insolubles qui précèdent l’apparition des symptômes moteurs (Gill et al., 2019). De plus en 

plus d’études apportent des preuves d’une possible propagation de ces agrégats toxiques de 

cellules en cellules. Il a notamment été émis l’hypothèse que ces agrégats se comporteraient 

comme des protéines de type prion et se propageraient dans le système nerveux (Maniecka 

and Polymenidou, 2015; Stopschinski and Diamond, 2017). Pour l’instant, seules des études 

in vitro ont permis de montrer ce comportement, notamment pour TDP-43. Les études in vivo 

n’apportent pour l’heure pas de preuves solides de ces mécanismes (Braak et al., 2017; Feiler 

et al., 2015; Smethurst et al., 2016). L’hypothèse corticofuge de la SLA suggère une 

propagation de la pathologie TDP-43 de neurone en neurone. Les agrégats TDP-43 se 

retrouvent uniquement dans les zones qui sont sous le contrôle direct des neurones à 

projections corticofuges (Brettschneider et al., 2013a). L’origine de la dissémination se 

retrouverait donc dans ces neurones à projections corticofuges. L’absence de NPSC chez les 

souris Sod1G86R pourrait stopper ou du moins ralentir la dissémination de protéines mal 

repliées ou d’agrégats toxiques et ainsi expliquer les effets bénéfiques observés. 

 

3.2 Excitotoxicité glutamatergique 

L’excitotoxicité glutamatergique est le résultat d’une activation excessive des 

récepteurs glutamatergiques neuronaux, entrainant une élévation importante des 

concentrations intracellulaires de calcium, dommageable pour le neurone. Il est possible que 

l’hyperexcitabilité corticale engendre une libération accrue de glutamate sur les MN et 

participent à leur dégénérescence (Foran and Trotti, 2009; Geevasinga et al., 2016b; Vucic et 

al., 2013). D’autant plus que les MN sont de par leurs caractéristiques moléculaires plus 
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sensibles à l’excitotoxicité glutamatergique que les autres populations de neurones. De 

manière intéressante, le Riluzole, le seul médicament autorisé ayant une efficacité relative, 

est un anti-glutamatergique. L’hyperexcitabilité est de plus un signe précoce puisqu’elle est 

retrouvée chez des porteurs de mutation SOD1 présymptomatiques (Vucic et al., 2008), allant 

dans le sens d’une transmission antérograde du message toxique. L’absence de projections 

glutamatergiques des NPSC chez les souris Sod1G86R pourrait expliquer les effets bénéfiques 

observés en réduisant la transmission glutamatergique vers la moelle épinière. 

 

3.3 Propagation d’un message toxique via le noyau rouge 

Malgré les effets bénéfiques observés, la maladie se développe quand même et les 

souris finissent par développer une paralysie progressive, les entrainant vers la mort. La 

pathologie est donc toujours capable de se propager. Il est maintenant admis que la SLA n’est 

pas une simple maladie caractérisée par une perte sélective des NCS et des MN, mais une 

maladie plus complexe impliquant différents types cellulaires (van Es et al., 2017). Il est donc 

possible que d’autres cellules participent à la propagation d’un message toxique. Chez les 

souris, un des meilleurs candidats pour une propagation de la maladie du cerveau vers la 

moelle épinière est le noyau rouge.  

Chez l’Homme le tractus corticospinal est la voie motrice descendante dominante, où 

20% des axones des NCS établissent une connexion monosynaptique avec les MN (Braak et 

al., 2013). Chez la souris, il n’existe pas de connexion monosynaptique entre les NCS et les 

MN, et le système pyramidal n’est pas dominant. Le système moteur murin est caractérisé par 

une dominance des voies extrapyramidales (Lemon, 2008). Les neurones des voies 

rubrospinales, réticulospinales, vestibulospinales et tectospinales sont tous capables d’établir 

des connexions monosynaptiques avec les MN. Parmi ces neurones, les neurones 

rubrospinaux partagent de nombreuses propriétés avec les NCS (Raineteau and Schwab, 

2001). Ce sont deux populations de neurones excitateurs glutamatergiques, projetant sur de 

longues distances vers la moelle épinière, avec une organisation somatotopique et une 

représentation plus importante des muscles distaux des membres que des muscles proximaux 

(Ayling et al., 2009; Kamiyama et al., 2015; Liang et al., 2012; Marques et al., 2019b). Chez le 

rat, ils montrent des profils de décharge similaires durant l’exécution de mouvements fins, 

suggérant qu’ils coopèrent lors de certains comportements moteurs (Hyland, 1998; Jarratt 

and Hyland, 1999). De plus, en cas de lésion du tractus corticospinal, le noyau rouge est 
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capable de compenser les pertes fonctionnelles chez les rongeurs (Han et al., 2015; Kanagal 

and Muir, 2009; Siegel et al., 2015) et chez les singes (Belhaj-Saif and Cheney, 2000). De plus, 

il existe une forte relation topographique reliant le cortex cérébral et le noyau rouge (Brown, 

1974; Flumerfelt, 1980; Herz et al., 2012; Naus et al., 1985; Qian et al., 2019). Par ailleurs, le 

noyau rouge est sensible à la neurodégénérescence. En effet, chez les patients SLA, la 

pathologie TDP-43 est capable de s’installer dans le noyau rouge, potentiellement dû à la 

connexion entre le cortex moteur et la partie parvocellulaire du noyau rouge (Brettschneider 

et al., 2013a). Chez les souris SOD1G93A, il a été montré que les neurones rubrospinaux 

dégénèrent à des stades tardifs de la maladie (Zang and Cheema, 2002). Il est donc possible 

que chez les souris, où le noyau rouge à une forte influence au sein du système moteur, cette 

structure joue un rôle important dans la dissémination de la pathologie. Cette hypothèse 

pourrait expliquer pourquoi la pathologie finit par se déclarer chez les souris Sod1G86R en 

l’absence de NPSC. Il est possible que les effets bénéfiques observés résultent en parti de 

l’absence de connexion entre les NCS et la moelle épinière mais aussi de l’absence de 

connexion corticorubrale. Pour tester cette hypothèse, il serait intéressant en premier lieu de 

voir si les neurones rubrospinaux dégénèrent également chez les souris Sod1G86R et si oui, à 

quel moment dans la progression de la maladie. Dans un second temps, il serait intéressant 

de réaliser sélectivement l’ablation de cette population pour en observer les conséquences 

sur le déclenchement et la progression de la maladie. 

 

4. Limites du modèle Fezf2-/-/ Sod1G86R 

L’utilisation des souris déficientes pour Fezf2 implique certaines limites inhérentes à la 

construction génétique. Premièrement ce sont des animaux qui se sont développés en 

absence d’expression d’un gène, pouvant conduire à des compensations développementales. 

Deuxièmement, l’expression de Fezf2 n’est pas restreinte aux NPSC. Enfin, il est important de 

garder à l’esprit que ces résultats ont été obtenus chez la souris et qu’il convient de prendre 

en compte les différences avec l’Homme lors des interprétations. 

 

4.1 Compensations du système moteur murin 

L’absence congénitale des NPSC n’induit pas un phénotype moteur dommageable pour 

les souris. En effet, en dehors d’une hyperactivité mesurée en champs ouvert, les souris KO 

sont capables d’avoir une locomotion normale et n’ont pas de troubles moteurs évidents 
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(Hirata et al., 2004). Notre étude des capacités motrices des souris KO a montré que ces souris 

ont une force, une coordination et une endurance comparable aux souris sauvages. Au test 

d’agrippement, les souris développent moins de force mais cela peut être corrélé à leur poids 

inférieur. Au rotarod, elles performent aussi bien que les souris sauvages. En revanche, on 

observe un déficit moteur marqué au test de la grille inversée. De manière intrigante, les 

souris KO performent même moins bien que les souris KO/Sod1 en phase présymptomatique. 

La seule explication à ce phénotype provient de l’observation des souris durant le test. Nous 

avons ainsi remarqué que les souris KO ont tendance à plus se mouvoir sur la grille comparée 

aux souris KO/Sod1 qui restent immobile. Il semblerait que les souris KO aient plus de difficulté 

à positionner correctement leurs pattes pour s’accrocher à la grille et ainsi ont plus tendance 

à tomber lorsqu’elles changent de positions sur la grille. Ce déficit peut être le reflet de 

l’absence de NCS car on sait que cette population de neurones est impliquée chez la souris 

dans les mouvements fins des pattes nécessitant de la dextérité (Gu et al., 2017; Lemon, 

2008). Cependant, aucune étude n’a testé la motricité fine et la dextérité sur ces souris. Il 

serait intéressant d’étudier le comportement moteur de ces souris dans des tests moteurs 

mettant en jeu l’utilisation des pattes avant des souris comme le test du ruban adhésif ou le 

test de préhension de vermicelles (Brooks and Dunnett, 2009). Il existe un autre modèle 

génétique similaire, les souris Celsr3/Emx1, qui n’ont pas de tractus corticospinal à cause de 

l’expression de Celsr3 bloquant sa formation. Chez ces souris, les auteurs ont également 

observé une hyperactivité et ont trouvé des différences significatives dans la manière de tenir 

la nourriture, traduisant d’une altération de la dextérité (Han et al., 2015). Il se pourrait que 

l’on retrouve les mêmes résultats chez les souris déficientes pour Fezf2.  

Ces observations montrent l’impact mineur de l’absence de NPSC chez ces souris. Ces 

faibles changements pourraient être dû à des compensations développementales palliant à 

l’absence de développement de ces neurones. Comme discuté précédemment, les NCS et 

leurs projections ont une importance toute relative par rapports aux projections des noyaux 

moteurs du tronc cérébral, qui fonctionnement en parallèle. Lors de lésions de la voie 

pyramidale, les voies extrapyramidales sont capables de compensations chez les rongeurs 

(Courtine et al., 2008; Deumens et al., 2005; Han et al., 2015; Raineteau and Schwab, 2001; 

Raineteau et al., 1999; Siegel et al., 2015; Wen et al., 2018). Notamment, le noyau rouge est 

capable de créer de nouvelles connexions vers la moelle épinière et vers les MN lors de lésion 

du tractus corticospinal (Ballermann and Fouad, 2006; Courtine et al., 2008; Kanagal and Muir, 
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2009). Aussi, toujours en cas de lésion du tractus corticospinal, le cortex est capable de créer 

de nouvelles connexions vers les noyaux moteurs du tronc cérébral (Noyau rouge, formation 

réticulée et noyaux vestibulaires) pour aller connecter la moelle épinière de façon indirecte 

(Z'Graggen et al., 2000; Z’Graggen et al., 1998). De façon intéressante, l’absence congénitale 

du tractus corticospinal conduit également à l’établissement de compensations de la part du 

noyau rouge. Ainsi, le noyau rouge va émettre plus de projection vers la moelle épinière. On 

note également une augmentation de la ramification des projections monoaminergiques (Han 

et al., 2015). Ces résultats laissent fortement à penser qu’il doit exister dans notre modèle des 

compensations développementales dues à l’absence de NPCS. Ces compensations qui 

pourraient passer par une augmentation des projections des noyaux moteurs du tronc 

cérébral vers la moelle épinière, notamment du noyau rouge, pourraient limiter les effets 

bénéfiques observés. Dans l’hypothèse d’une propagation d’un message toxique, une 

augmentation du nombre de projections vers la moelle épinière conduirait à une 

dissémination accrue de la pathologie et donc à un effet néfaste. L’observation dans notre 

modèle d’effets bénéfiques fait part de leurs robustesses.  

Il est également probable que l’absence de NPSC ait affecté le développement de la 

moelle épinière. En effet, la présence des NCS est importante pour le développement et la 

maturation des réseaux de neurones spinaux (Clowry et al., 2004; Smith et al., 2017a). Chez le 

rat, lorsque les axones des NCS pénètrent la moelle épinière durant les premiers jours de la 

vie postnatale, ils participent à la formation et à la maturation des neurones spinaux, et 

notamment les MN (Clowry et al., 2004; Smith et al., 2017a). L’absence congénital du tractus 

corticospinal chez les souris Celsr3/Foxg1 induit une diminution du nombre de MN dans la 

moelle épinière et une diminution de la taille de l’arborisation des MN dans le muscle (Han et 

al., 2013). Les NCS murins semblent donc importants pour la survie et la maturation des MN 

spinaux. En revanche, une autre étude s’est intéressée aux interneurones spinaux et n’a pas 

constaté de changements majeurs des réseaux en l’absence de tractus corticospinal (Huang 

et al., 2015). Dans notre modèle, nous n’avons pas constaté de baisse du nombre de MN ni 

d’une dénervation des JNM chez les souris déficientes pour Fezf2. Il semble donc que dans 

notre modèle la moelle épinière soit épargnée des dommages observés dans d’autres modèles 

d’absence de NPSC. Cependant, nous n’avons pas vérifié l’intégrité des réseaux 

d’interneurones spinaux. Il est également important de noter que Fezf2 n’est pas exprimé 



Thibaut Burg 181 
 

dans la moelle épinière ni dans le muscle (d’après le site de l’institut européen de bio-

informatique, EMBL-EBI).  

 

4.2 Compensations inhérentes à la perte d’expression de Fezf2 

Chez les souris déficientes pour Fezf2, les NPSC ne sont en réalité pas supprimés, mais 

ils sont remplacés par une autre population neuronale projetant vers l’hémisphère 

contralatéral. Cette population acquière ainsi les propriétés des neurones calleux (Molyneaux 

et al., 2005). Il est fort peu probable que cette population de neurones interfère avec le 

phénotype observé car dans les souris Sod1G86R les neurones calleux ne dégénèrent pas et ne 

sont pas affecté par la pathologie (Marques et al., 2019b). 

Fezf2 n’est pas seulement exprimé dans le système nerveux central. Il est également 

exprimé dans le thymus, la peau et l’estomac (Eckler and Chen, 2014; Hirata et al., 2004). Il 

est donc important de prendre en compte l’absence de Fezf2 dans ces différents tissus lors de 

l’interprétation des résultats de notre étude et de l’effet bénéfique observé. Aucune étude ne 

s’est concentrée sur l’étude du rôle de Fezf2 dans la peau. L’observation macroscopique de la 

peau des souris Fezf2-/- ne montre pas de signe d’atteinte évident. Bien que l’on retrouve des 

altérations chez la peau des patients SLA comme une élasticité anormale et une perte des 

fibres neuronales intra-épidermiques (Dalla Bella et al., 2016; Ono, 2000; Weis et al., 2011), il 

semble peu probable qu’il existe une interaction entre l’absence de Fezf2 dans la peau et les 

effets bénéfique observé. Le phénotype observé au niveau de la peau des patients ne corrèle 

pas avec le déclanchement, la progression et la sévérité de la maladie (Dalla Bella et al., 2016). 

Concernant l’expression dans l’estomac, aucune anormalité histologique n’a été observée 

chez les souris déficientes pour Fezf2 (Hirata et al., 2004), mais il est vrai que les recherches 

n’ont pas été très exhaustives. Ces souris sont plus petites en poids mais également en taille 

et ont un indice de masse corporelle identique aux souris sauvages, il ne semble donc pas qu’il 

y ait un effet grave sur l’estomac et sur sa capacité à fonctionner et donc à interagir avec les 

résultats. Dans le thymus, Fezf2 joue un rôle important dans la sélection des lymphocytes T. 

L’absence de Fezf2 cause un phénotype auto-immun avec la production d’auto-anticorps et 

l’infiltration de cellules inflammatrices, notamment dans le cerveau (Takaba et al., 2015). On 

ne peut pas exclure dans notre étude un rôle bénéfique de cette inflammation, qui reste 

relativement modeste chez les souris déficientes pour Fezf2. 
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4.3 Comment outrepasser ces compensations ? 

Pour outrepasser ces compensations développementales il faut trouver le moyen de 

sélectivement éliminer les NCS à l’âge adulte, ou du moins après qu’ils aient atteint leurs cibles 

dans la moelle épinière, c’est-à-dire au moins deux semaines après la naissance (Molyneaux 

et al., 2007). Le rôle de Fezf2 à l’âge adulte n’est pas encore élucidé (Tantirigama et al., 2016). 

La réalisation d’un knock-out inductible de Fezf2 à l’âge adulte n’assurera probablement pas 

l’induction de la mort des NPSC. Il existe des techniques pour sélectivement éliminer une 

population neuronale d’intérêt, passant notamment par l’activation de l’apoptose. Il est 

possible d’injecter dans la moelle épinière des billes fluorescentes couplées à la chlorine e6 

qui vont remonter au cortex via le transport rétrograde le long des axones des NCS. Une 

photoactivation au laser de la chlorine e6 permettra ensuite l’activation de la voie des 

caspases provoquant alors la mort spécifique des NCS (Brill et al., 2009; Falkner et al., 2016). 

Il est également possible d’utiliser des virus rétrogrades exprimant des neurotoxines sous un 

promoteur spécifique, comme celui de Fezf2 (Park and Carmel, 2016). Outre l’ablation pure 

des NCS, il est également possible de bloquer leur activité neurophysiologique par silencing 

(Wiegert et al., 2017). Ainsi, la connexion entre le cortex cérébral et la moelle épinière est 

maintenue mais l’activité électrique des neurones est arrêtée. Cette technique est 

notamment intéressante pour tester l’hypothèse de l’implication de l’hyperexcitabilité 

corticale dans la dégénérescence des MN. Une autre approche est possible pour étudier le 

rôle des NCS et plus largement le rôle de l’environnement dans lequel il se trouve. Cette 

technique génétique est en cours de développement au laboratoire et utilise les souris 

SOD1G37R qui ont l’avantage de posséder des sites LoxP autour de la mutation de la SOD1 

(Bruijn et al., 1997). Grâce au croisement des souris SOD1G37R et des souris Crym-CreERT2, 

développées par l’institut clinique de la souris à Strasbourg pour le laboratoire, la mutation 

SOD1 peut être sélectivement excisée à un instant t voulu suite à l’injection de tamoxifène. 

Les résultats, qui sont en cours, nous permettrons de comprendre les mécanismes 

intrinsèques à l’expression de la SOD1 mutée dans les NPSC. L’utilisation d’autres promoteur 

nous permettra également de tester le rôle et la contribution d’autres populations 

neuronales.  
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CONCLUSION 
  



Thibaut Burg 184 
 

Les travaux de cette thèse s’inscrivent dans un contexte où la recherche sur la SLA est 

en pleine évolution. La SLA n’est plus vue comme une simple maladie neurodégénérative du 

système moteur impliquant les NCS et les MN. Elle est maintenant considérée comme une 

maladie affectant plusieurs systèmes et plusieurs types cellulaires, avec une incroyable 

hétérogénéité. Plusieurs études chez les patients SLA ont montré l’importance du cortex 

cérébral et des NCS dans le déclenchement et la progression de la pathologie. Différents 

arguments génétiques, cliniques et histopathologiques ont permis de bâtir l’hypothèse d’une 

origine corticale et d’une propagation corticofuge de la SLA. Jusqu’à présent, cette hypothèse 

n’a jamais été prouvée et n’a jamais été testée dans les modèles murins de la SLA. 

Dans ce contexte, cette thèse a permis de tester le rôle et la contribution du cortex 

cérébral et des NCS dans le développement et la progression de la pathologie dans un modèle 

murin, les souris Sod1G86R. Pour ce faire, nous avons tiré profit des souris Fezf2-/- qui se 

caractérisent par l’absence de NPSC et de toute connexion entre le cortex cérébral et la moelle 

épinière. Le croisement entre les souris Sod1G86R et Fezf2-/- nous a permis de générer un 

nouveau modèle murin développant la SLA en l’absence de NPSC, allant à l’encontre de la 

définition de la maladie mais permettant de remettre en question le rôle des NCS. L’étude du 

déclenchement et de la progression de la maladie chez ces animaux a montré que l’absence 

de NPSC provoque un retard de l’apparition des symptômes et préserve le déclin des capacités 

motrices tout en prolongeant la durée de vie des animaux. Les résultats démontrent le rôle 

bénéfique de l’absence des NPSC sur la maladie. Cela suggère qu’ils seraient toxiques et 

participeraient au déclenchement de la maladie dans le contexte de la SLA, en accord avec 

l’hypothèse d’une origine corticale et corticofuge, émise à partir des études menées sur les 

patients SLA. La contribution des NCS dans l’établissement de la spasticité étant désormais 

sujette à débat, ce nouveau modèle nous a permis de tester cette hypothèse. En l’absence de 

NPSC et de connexion entre le cortex cérébral et la moelle épinière, la spasticité est capable 

de se manifester. Nos résultats indiquent que ce signe attribué au syndrome pyramidal est 

capable de se former indépendamment de la dégénérescence des NCS. 

Malgré les limites que présentent les souris Fezf2-/--Sod1G86R notamment de 

potentielles compensations développementales et le fait que Fezf2 n’est pas seulement 

exprimé dans les NCS mais aussi dans les autres neurones corticofuges et les différences entre 

le système moteur murin et humain, nos résultats tendent tout de même à confirmer le rôle 

important des NCS dans le déclenchement de la SLA. Ces résultats mettent en lumière 
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l’importance du cortex cérébral et des NCS et l’importance de les inclure dans les futures 

recherches précliniques. Pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques, non plus 

centrées sur les MN, mais sur l’ensemble du système moteur, il sera important de comprendre 

comment les NCS dégénèrent, quels en sont les mécanismes, s’ils sont intrinsèques ou 

extrinsèques et comment la pathologie se propage au travers du système nerveux. Ces 

résultats pourront alors bénéficier aux patients SLA mais aussi à d’autres maladies impliquant 

les NCS comme la sclérose latérale primaire ou la paraplégie spastique héréditaire. 
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Cette étude inédite dans un modèle murin de SLA a permis une caractérisation 

rigoureuse de la dégénérescence des NCS. Les résultats montrent que chez les souris Sod1G86R, 
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les caractéristiques moléculaires de la dégénérescence des NCS ont pu être mis pour la 
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métabolisme de l’ARN et de l’épissage, un résultat nouveau dans le contexte des mutations 
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Cet article traite le vieillissement normal chez la souris âgée via des tests 

comportementaux mnésiques de séparation de pattern, des exercices basés sur la 

différentiation d’objets similaires ou de localisations différentes. Les résultats montrent une 

diminution graduelle des performances cognitives au cours de la vie adulte des souris. De 

manière intéressante, un traitement à la D-Serine, une molécule connue pour être un 

activateur cognitif, permet de bloquer le déclin cognitif et restaurer des capacités normales 

dans le test de séparation de pattern chez un sujet âgé. Dans cette étude, j’ai réalisé le 

développement et la mise au point du protocole de séparation de pattern basé sur la 

différentiation d’objets similaire. J’ai pu apporter les premiers résultats montrant la baisse des 

capacités mnésiques chez les sujets âgés. 

  



Age-related vulnerability of pattern separation in C57BL/6J mice

Aurélia Cès a, Thibaut Burg a, Karine Herbeaux a, Céline Héraud a, Jean-Bastien Bott a,
Ayikoe Guy Mensah-Nyagan b, Chantal Mathis a,*

aUniversité de Strasbourg, CNRS UMR 7364, Laboratoire de Neurosciences Cognitives et Adaptatives (LNCA), 12 Rue Goethe, Strasbourg, France
bUniversité de Strasbourg, INSERM U1119, Fédération de Médecine Translationnelle de Strasbourg (FMTS), Biopathologie de la Myéline, Neuroprotection

et Stratégies Thérapeutiques, Bâtiment 3 de la Faculté de Médecine, 11 Rue Humann, Strasbourg, France

a r t i c l e i n f o

Article history:

Received 27 April 2017

Received in revised form 25 September 2017

Accepted 16 October 2017

Available online 25 October 2017

Keywords:

Cognitive aging

Pattern separation

Object location

Object feature

D-serine

a b s t r a c t

Aging is associated with impaired performance in behavioral pattern separation (PS) tasks based on

similarities in object features and in object location. These deficits have been attributed to functional

alterations in the dentate gyrus (DG)-CA3 region. Animal studies suggested a role of adult-born DG

neurons in PS performance. The present study investigated the effect of aging in C57BL/6J mice per-

forming PS tasks based on either object features or object location. At the age of 18 months or more,

performance was severely impaired in both tasks. Spatial PS performance declined gradually over adult

lifespan from 3 to 21 months. Subchronic treatment with the cognitive enhancer D-serine fully rescued

spatial PS performance in 18-month-old mice and induced a modest increase in the number of 4-week-

old adult-born cells in the DG. Performance of mice in these PS tasks shows an age dependence, which

appears to translate well to that found in humans. This model should help in deciphering physiological

changes underlying PS deficits and in identifying future therapeutic targets.

� 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

In everyday life, we often have similar experiences in similar

contexts. Thus, the ability to discriminate individual experiences

based on specific memories appears particularly useful in daily ac-

tivities (Conway, 2009). In humans and animals, aging is known to

affect performance in tasks evaluating the ability to detect subtle

changes in object position or features between successive sample

and test sessions (e.g., Reagh et al., 2014; Stark et al., 2010; Toner

et al., 2009). These tasks are often called behavioral pattern sepa-

ration (PS) tasks, in reference to the pattern separation computa-

tional model. This model defines a system capable of

orthogonalizing overlapping inputs into nonoverlapping outputs,

which could potentially resolve interference between similar

memories (Marr, 1971; Rolls and Kesner, 2006). Separation-like

functional magnetic resonance imaging activity related to PS per-

formance was reported in medial temporal structures, especially

within thedentategyrus (DG)-CA3 region (Bakkeret al., 2008;Reagh

and Yassa, 2014). Impaired PS performance in the elderly correlated

with altered DG-CA3 activation and reduced the integrity of medial

temporal lobe connectivity (Lacy et al., 2010; Yassa et al., 2011).

An involvement of the DG-CA3 region in behavioral PS was

also repeatedly shown in animal studies using various experi-

mental approaches, from lesions to genetic manipulation (e.g.,

Deng et al., 2013; Gilbert et al., 2001; Goodrich-Hunsaker et al.,

2008; Leutgeb et al., 2007). Manipulation of the level of dentate

adult neurogenesis and changes in dentate N-methyl-D-aspartate

receptor (NMDAR) functionality was shown to affect memory

performance in PS tasks based on object features, spatial location

or context (e.g., Bolz et al., 2015; Clelland et al., 2009; Creer et al.,

2010; Kannangara et al., 2014; McHugh et al., 2007; Sahay et al.,

2011; Tronel et al., 2012). However, it must be noted that the role

of adult-born DG neurons in a PS-like computation within the DG

has often been questioned (Becker, 2016; Deng et al., 2013;

Groves et al., 2013). Surprisingly, despite a growing literature

investigating the neuronal basis of behavioral PS in adult animals

and extensive evidence for its high sensitivity to aging in

humans, only a few studies investigated PS in aged animals (e.g.,

Creer et al., 2010; Gracian et al., 2013; Marrone et al., 2011; Wu

et al., 2015). The rare attempts to restore PS performance in

aged mice were based on the neurogenesis hypothesis, and

resulted in mixed outcomes. Exercise provided only a moderate

improvement in PS performance in 22-month-old mice, and their

level of DG neurogenesis remained very low, whereas it boosted

both performance and neurogenesis in 3-month-old mice (Creer

et al., 2010). Wu et al. (2015) reported that exercise completely

overcame severe PS deficits in 18-month-old mice performing a
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contextual discrimination task, but with only a slight increase in

the number of new DG neurons.

The first aim of the present study was to characterize the effect

of age on PS performance in C57BL/6J mice.We developed 2 novelty

detection tasks based on object features and object location

respectively, using a sample trial and a test trial to be as close as

possible to the computer-based tasks used in humans (Reagh et al.,

2014; Stark et al., 2013). The second aim was to restore spatial PS

performance in agedmice bymeans of D-serine, an endogenous co-

agonist of NMDAR known to reverse age-dependent impairment of

synaptic plasticity and cognitive performance in rodents and

humans (Avellar et al., 2016; Levin et al., 2015; Mothet et al., 2015).

Survival of new-born DG cells was subsequently quantified to

examine whether D-serine modulates neurogenesis in aged mice

(Sultan et al., 2013).

2. Material and methods

2.1. Animals

C57BL/6J male mice were obtained from Charles River Labora-

tories (France). Procedures were in compliance with rules of the

European Community Council Directive 2010-63 and French

Department of Agriculture Directive 2013-118 and approved by the

local review board (CREMEAS: AL/14/21/02/13, AL/11/18/02/13 and

APAFIS#2154). Animal facilities were approved for animal experi-

mentation (H 67-482-13). On arrival, mice were group-housed with

food and water ad libitum, nesting material, and additional food

pellets on bedding to promote natural behavioral patterns. The

animal roomwas under controlled temperature (23 �C� 1 �C) and a

12/12-hour light/dark cycle (lights on at 8.00 AM). Behavioral

testing took place during the light phase. Mice were single-housed

for 1 week before testing, due to a possible age-dependent con-

founding factor detected in previous pattern discrimination

studies: when unrelated C57BL/6J males were obtained at different

ages, as in the present study, a large subset of 5- to -12-month-old

mice showed systematic aggressive behavior, especially toward

mice returning to the home cage after habituation and discrimi-

nation sessions. C57BL/6J male mice fighting in the home cage is

well documented and can cause variations in behavior and brain

function (e.g., Greenberg et al., 2014). General health status was

checked with particular attention to exclude vibrissae alterations

(barbering) and eye abnormalities (e.g., cataract or closed eye)

liable to bias PS performance.

2.2. Spatial pattern separation task

Rodents have a spontaneous tendency to preferentially re-

explore an object displaced within a familiar context (Ennaceur

et al., 1997). In principle, PS ability should be evaluated with ob-

ject displacement close to the limits of behavioral detection. The

task began with 1 or 2 daily 10-minute habituation sessions in the

presence of 2 identical objects, never experienced before, each

positioned 30 cm from the walls on the midline of the open field

(92.5 � 92.5 � 35 cm; Ugo Basile, Italy; 30 lux in the center). On the

following day(s), the mice received a daily session consisting of a

sample trial (duration specified for each experiment), then 4 mi-

nutes in the home cage, and a 6-minute test trial. For each sample-

test session, a new pair of identical objects was positioned on the

diagonal of the open field (see Fig.1A). For the sample trial, the fixed

object was always 37 cm from the corner, and the second object was

20 cm away from the fixed object. During the test trial, the second

object could be moved 10, 15, 20, 25, 30, or 35 cm further along the

diagonal. Object exploration was defined as active exploration with

the nose pointing toward an object within 2 cm. Sitting on or next

to or licking or gnawing the object was not considered as explo-

ration. Equal interest for both objects during sample trials was

systematically checked for each group (i.e., absence of location

preference). Spatial discrimination performance was evaluated as

time spent exploring the displaced object as a percentage of total

exploration time for the 2 objects during the first 3 minutes of the

test trial. This performance was expected to be higher than the 50%

chance level if the mouse detected the object displacement. For the

last 3 minutes of the test trial, performance was lower and closer to

chance level, suggesting that mice expressed novelty detection

behavior mainly during the first 3 minutes. Objects (5e6.5 cm

diameter, 4.5e7 cm high) composing each pair were selected so as

to induce similar exploration times in preliminary studies: a napkin

ring, a candlestick, and an egg-cup, each topped with marbles of

different size and color. Habituation objects were less than 10 cm in

height and diameter.

2.3. Object pattern separation task

Rodents also have a tendency to explore preferentially a new

rather than a familiar object in a familiar context (Ennaceur and

Delacour, 1988). Object PS ability was evaluated using a new ob-

ject that was very similar to the familiar one. Two groups of mice

(aged 4 and 18 months) were familiarized for 2 days (10 min/d)

Fig. 1. Behavioral novelty responses to a wide range of object displacements in 6-month-old C57BL/6J mice. (A) Each group, A and B, was tested on 3 distance categories: short,

medium, and long displacement of the object between sample trial and test trial. (B) Test trial performances for each group and for each distance category are shown as mean

(� standard error of the mean) percentage time spent exploring the displaced object during the first 3 minutes. NK post hoc test: *p < 0.05 and **p < 0.01 versus medium-distance

performance within a group. Student t test: $p < 0.05 and $$p < 0.001 versus 50% chance level.
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with the open field (52 � 52 � 40 cm; 40 lux in the center) in

presence of 2 objects, renewed each day. The next 2 days, the daily

session consisted of a sample trial with a pair of identical objects,

followed by 4 minutes in the home cage, and a 10-minute test trial

with one of the pair of objects replaced by a new one that was either

very similar or not. The 2 objects were always positioned in the

same adjacent corners (10 cm from the walls). Absence of side

preference was checked for each group during sampling. The

position of the new object and its level of similarity were coun-

terbalanced over groups and days. Two sets of objects with different

levels of similarity were used, 1 for each test day. Each triplicate of

familiar objects was constructed from Lego bricks, with a fixed

number of bricks per color. For each set of familiar objects, an

identical set of bricks was used to construct 2 novel objects with

exactly the same shape as the familiar objects, but 1 with high and

the other with low similarity. All objects had an identical gray Lego

sheet as a base, which could be secured to the floor with Patafix

(UHU). Performance was evaluated as the percentage of total

exploration time for the 2 objects spent exploring the new object

during the whole test trial. All other procedures were similar to

those previously described.

2.3.1. Spatial navigation tasks

As aged mice showed profound deficit in the spatial PS task, we

checked whether the same mice would also show deficits in other

spatial tasks routinely used in our laboratory, such as the Morris

water-maze task or the Barnes maze task (Moreau et al., 2008). Two

subsets of young and old mice evaluated in the spatial PS task (1 per

experiment) were subsequently tested on 1 or other of these tasks

(Supplementary Material and Methods).

2.4. Drug administration, immunohistochemistry, and image

analysis

In the last experiment, all mice received 3 intraperitoneal (IP)

injections of 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU; Sigma-Aldrich;

diluted in 0.1 M phosphate buffer, pH 8.4, 40 �C, 100 mg/kg/injec-

tion, 0.1 mL/kg/injection) at 9.00 AM, 11.00 AM, and 2.00 PM in a

single day, exactly 28 days before testing spatial PS performance.

This 4-week interval was based on studies suggesting a role of 3- to

4-week-old DG neurons in spatial and contextual PS performance

(Imielski et al., 2012; Kheirbek et al., 2012; Nakashiba et al., 2012).

For D-serine (Sigma-Aldrich; diluted in 0.9% NaCl solution), we

selected a subchronic 50 mg/kg IP treatment known to improve

both memory performance and survival of new DG neurons in mice

(Bado et al., 2011; Filali and Lalonde, 2013; Sultan et al., 2013). Mice

were injected with D-serine or vehicle (0.1 mL/kg) once per day

(9:00 AM) for 7 consecutive days beginning 18 days after BrdU

injection and completed the day before the drug-free test period.

This treatment period (days 18e24) corresponded to a critical

period of new-born DG neuron maturation and survival (Snyder

et al., 2009; Veyrac et al., 2013). Treatment was applied a few

days earlier than in the 28-day protocol used by Sultan et al. (2013),

as a pilot study showed that repeated injection during the test

period had a deleterious effect on PS performance.

One day after testing,micewere deeply anesthetized (120mg/kg

pentobarbital, 10 mL/kg, IP) before intracardiac perfusion with

phosphate-buffered saline (PBS, 0.1% heparin), followed by 4%

paraformaldehyde solution (Carl Roth GmbH þ Co KG, Germany;

0.1-Mphosphate buffer, pH 7.4, 4 �C). Brainswere postfixed 24hours

in 4% paraformaldehyde (4 �C) and stored in PBS (4 �C). 50-mm

coronal sections (Leica Biosystems vibratome) were stored free-

floating at �20 �C in a cryostorage solution (30% glycerol, 30%

ethylene glycol, and 0.026 M phosphate buffer). For immunostain-

ing, sectionswere PBS-rinsed and incubated 15minutes in 2NHCl at

37 �C. After washing, they were incubated in 0.3% H2O2 in methanol

(30 minutes, room temperature) to quench endogenous peroxidase

activity, then extensive rinsing was followed by blocking in 5%

normal goat serum in PBS- 0.5% Triton X100 before incubation in

monoclonal rat anti-BrdU antibody (1/500, Abcam) for 24 hours at

room temperature. After several washes, sections were incubated

with biotinylated rabbit anti-rat (1/500, Vector Laboratories; 2

hours, room temperature) followed by 30 minutes with

avidinebiotineperoxidase complex (Vector Laboratories, Burlin-

game, CA,USA) and stainingdevelopment at roomtemperaturewith

3,30-diaminobenzindine (Vectastain ABC kit and DAB kit, Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA).

BrdU-positive (BrdUþ) cells were quantified in the granule cell

layer (GCL), including the subgranular zone (defined as a 2-cell-

body-wide zone bordering the GCL and the hilus) of the dorsal DG.

Counting was performed through the entire section thickness

(40� objective) in every fifth section (50 mm thick, 250 mm apart)

spanning�0.94 mm (first section) to�2.18 mm from the Bregma (5

sections per mouse). The fifth sectionwas lost for 2 youngmice. The

experimenter was blind to treatment, but the age of the mouse

could easily be guessed. The GCL area was measured for each sec-

tion with ImageJ software on DG images captured with the

4� objective of an Olympus AHBT3 microscope (Schneider et al.,

2012). GCL volume for each section was obtained by multiplying

total GCL area (left GCL þ right GCL) by section thickness (50 mm).

For each mouse, BrdUþ cell density was calculated by dividing total

BrdUþ cell count by the total volume of GCL screened.

2.5. Statistical analyses

Discrimination and navigation performances were analyzed on

1-way analysis of variance (group) with repeated measures on 1 or

more factors (Distance, Distance Category, Day, Object, and oOrder),

followed by post hoc NewmaneKeuls (NK) test. The performance of

each group on each task was compared to chance on Student t test.

The Spearman rank correlation test was used to check whether

sampling exploration or BrdUþ cell density correlated with PS

performance. A Student t test was used in the last experiment to

compare BrdUþ cell densities between age groups. Differences were

considered significant at p < 0.05. Data are given as mean � stan-

dard error of the mean.

3. Results

3.1. Minimal object displacement detected by 6-month-old mice

After a 2-day familiarization period, 2 groups of 6-month-old

mice were tested on one of each distance category (short, medium,

or long) over 3 days (group A: 10, 20, and 30 cm, n¼ 13; group B: 15,

25, and 35 cm, n¼ 16, Fig.1A). The order of the 3 distance categories

was counterbalanced over groups and days.

Globally, group B explored objects (20.9 � 0.9 seconds) slightly

less than group A (25.0� 1.4 seconds) during the 12-minute sample

trial [F(1,27) ¼ 5.63, p ¼ 0.025, with no effect of Distance Category

or Distance Category� Group interaction). The apparent significant

difference seems to have been due to an outlier: when 1 mouse

(group A) with very long sampling time (60.1 seconds) is removed

from analysis, the group effect is no longer significant.

During the test trial, preference for the displaced object

increased as a function of Distance Category (F(2,54) ¼ 43.88,

p < 0.0001, with no Group effect or interaction with Distance

Category; Fig. 1B). Both groups detected changes for medium and

long distances only (from 20 cm onward). The intermediate level of

20-cm performance indicated that discrimination was particularly

challenging at this distance, which was therefore subsequently
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used to test spatial PS performance. The amount of object explo-

ration during the sampling trial did not influence subsequent

performance on the medium Distance Category (Spearman rank

test. group A: r ¼ �0.42, z ¼ 1.45, p ¼ 0.15; group B: r ¼ �0.40,

z ¼ 1.56, p ¼ 0.12). Performances were not sensitive to the Order of

Distance Categories (Group � Distance Category � Order:

F(10,34) ¼ 0.29, p > 0.10; no effect of Order or interaction with

Order; data not shown).

3.2. Spatial pattern separation performance in 20-month-old mice

After a 2-day habituation period, a new batch of 6- and

20-month-old mice (n ¼ 7/group) were tested at the shortest,

longest, and most challenging distances (10, 35, and 20 cm,

respectively; Fig. 2A) in pseudorandomized order over a 3-day

period. As old mice often show short exploration times, the sam-

ple trial was increased from 12 to 15 minutes for all the following

experiments.

Despite the extended duration, old mice explored less than

young ones during sampling for all distances (young:

45.1 � 2.5 seconds; old: 31.1 � 2.3 seconds; Age effect: F(1,24) ¼

15.53, p ¼ 0.002; no Distance effect or interaction with Age).

During the test trial, performances on the 3 distances varied as a

function of age (Age � Distance: F(2,24) ¼ 3.58, p ¼ 0.04; Distance

effect: F(2,24) ¼ 10.1, p ¼ 0.0007; and no Age effect: F(1,24) ¼ 1.06,

p ¼ 0.32; Fig. 2B). Both groups did not detect the 10-cm displace-

ment but easily detected the 35-cm displacement. At the chal-

lenging 20-cm distance, younger mice performed very well (NK

post hoc: p < 0.05 10-cm vs. 20-cm distance), whereas old mice

performed close to chance level and very poorly compared to young

mice (NK post hoc: p < 0.05 young vs. old at 20-cm distance, not

significant at 10- and 35-cm distances). There was no significant

correlation between sampling exploration and 20-cm performance

(Spearman rank test. All mice: r ¼ 0.25, z ¼ 0.91, p ¼ 0.36; young

mice: r ¼ �0.25, z ¼ 0.61, p ¼ 0.54; and old mice: r ¼ �0.71,

z ¼ 1.75, p ¼ 0.08).

After a 7-day rest period, the spatial navigation performance of

the same mice was determined in a Barnes maze task. Old mice

performed as well as young mice during the training phase

(Fig. S1A) and the 28-day delayed probe test (Fig. S1B).

3.3. Age-dependent evolution of spatial pattern separation

performance

The aforementioned results suggested that spatial PS perfor-

mance was affected by normal aging. We therefore characterized

age-related changes in 20-cm performance using groups of

different ages: 3, 7, 11, 16, and 21 months (Fig. 2B).

To limit a possible impact of age-dependent variation in

sampling exploration on subsequent discrimination perfor-

mance (as noted previously), mice exploring less than 15 sec-

onds or more than 40 seconds during the 15-minute sampling

trial were discarded from the data set (1 < 15 seconds at

3 months, final n ¼ 13, sampling exploration: 25.6 � 2.5 sec-

onds; 2 > 40 seconds at 7 months, final n ¼ 13, sampling

exploration: 29.8 � 1.8 seconds; 2 > 40 seconds at 11 months,

final n ¼ 12, sampling exploration: 29.1 � 2.1 seconds;

2 < 15 seconds at 16 months, final n ¼ 11, sampling exploration:

Fig. 2. Age effect on behavioral novelty responses to object displacements in C57BL/6J mice. (A) Performances of 6- and 20-month-old mice on 10, 20, and 35 cm displacement

distances. Aged mice were impaired on the challenging 20-cm distance compared to young mice (NK post hoc test: *p < 0.05). (B) Performances of independent groups of mice

tested on the 20-cm distance at the ages of 3, 7, 11, 16, and 21 months (NK post hoc test: *p < 0.05 and **p < 0.01 versus the 3-month-old group; xp < 0.05 versus the 7-month-old

group). Data are shown as mean (�standard error of the mean) percentage time spent exploring the displaced object during the first 3 minutes of the test trial. Student t test for

both graphs: $p < 0.05 and $$p < 0.001 versus 50% chance level.
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Fig. 3. Age effect on object pattern separation performance in C57BL/6J mice. (A) Pictures of the 2 sets of familiar objects with corresponding high- and low-similarity objects. (B)

Performance of 4- and 18-month-old mice for new objects with high and low similarities with the familiar object. Data are shown as mean (� standard error of the mean)

percentage time spent exploring the new object during the 10-minute test trial. NewmaneKeuls post hoc test: **p < 0.0005 aged group versus young group; xxp < 0.0005 versus

performance on low-similarity trial. Student t test: $$p < 0.0001 versus 50% chance level.
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22.2 � 1.0 seconds; 3 < 15 seconds, and 1 > 40 seconds at

21 months, final n ¼ 11, sampling exploration: 27.2 � 1.9 sec-

onds). There was no significant difference in sampling explora-

tion between the groups (F(4,55) ¼ 2.29, p ¼ 0.071).

During the test trial, performance was significantly affected by

age (F(4,55) ¼ 5.92, p ¼ 0.0005). The deficit appeared around

middle age, as the 3-month-old group outperformed all groups

aged 11 months and over. At the ages of 16 and 21 months, mice

performed close to chance level. There was no significant correla-

tion between sampling exploration and PS performance (Spearman

rank test. All groups: r ¼ �0.14, z ¼ 1.11, p ¼ 0.26, each individual

group: �0.59 � r � 0.05, z � 1.87, p > 0.05).

After a 7-day rest period, subgroups of the 7- and 21-month-old

mice tested previously were submitted to a classical version of the

spatial water-maze task; older mice performed as well as younger

ones during the training (Fig. S1C) and 7-day delayed probe test

(Fig. S1D).

3.4. Object pattern separation performance in 18-month-old mice

As aging appeared to affect spatial PS performance, we tested

young and old mice (4 and 18 months old, n ¼ 13/group) in a

different task designed to evaluate object PS performances using 2

sets of objects with different levels of similarity (Fig. 3A).

The 15e40 seconds criterion used previously still left some

doubt as to a possible impact of age-dependent variation in sam-

pling exploration on subsequent PS performance. Each old mouse

was therefore paired with a young one, so that the sample trial of

the young mouse was terminated after 10 minutes or when it

reached the total object exploration time performed by the paired

old mouse during the 10-minute sampling trial (young mice:

9.0 � 0.5 seconds; old mice: 9.4 � 0.6 seconds; Age � Day:

F(1, 24) ¼ 0.03, p > 0.10; no effect of Age or Day).

During the test trial, object discrimination performances were

globally affected by age (F(1,24) ¼ 13.0, p < 0.002) and object

Fig. 4. Effects of D-serine on novelty detection performance in 18-month-old C57BL/6J mice. (A) Daily D-serine or vehicle treatment was applied 18e24 days after BrdU injection

and before the 4-day behavioral test period. (B) Performances were first determined on the easy 35-cm distance and then on the challenging 20-cm distance in 3-month-old mice

treated with vehicle and in 18-month-old mice treated with vehicle or D-serine (50 mg/kg, IP). Data are shown as mean (� standard error of the mean [SEM]) percentage time spent

exploring the displaced object during the first 3 minutes of the test trial. NewmaneKeuls post hoc test: *p< 0.05 versus 18-month D-serine group, **p< 0.01 versus 3-month vehicle

group. Student t test: $$p < 0.001 versus 50% chance level. (C) Representative micrographs of 1 section immunostained for BrdU for each group (�10 for micrographs, �40 for

inserts). The graph shows the effect of D-serine on the mean (�SEM) 4-week-old BrdUþ cell count per 10�2 mm3 GCL volume for each group. This particular scale was chosen as

mean GCL volume per section was 1.09 � 0.03 10�2 mm3. *p < 0.05 versus 18-month vehicle group. **p < 0.01 versus each 18-month group.
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similarity (F(1,24) ¼ 22.83, p < 0.0001). More importantly, the age

effect on performance depended on the level of similarity of the

novel object (Age� Object: F(1,24)¼ 6.52, p< 0.02) (Fig. 3B). Young

mice showed a significant preference for the novel object, whatever

its level of similarity with the familiar one; old mice discriminated

novel objects with low similarity as well as young mice, but their

performance dropped to chance level for objects with high

similarity.

In general, levels of performance appeared slightly lower in the

object task than those in the spatial task. In the object PS task, it

rapidly became clear that making stepwise changes in Lego ar-

rangements was less straightforward than changing the distance

between 2 objects: mice showed more graded reactions in relation

to graded spatial changes. Therefore, D-serine was tested in the

more flexible spatial PS task, to increase the chance of detecting

beneficial effects in aged mice.

3.5. Effect of D-serine on spatial pattern separation performance in

18-month-old mice

The effects of D-serine were tested in 18-month-old mice as

Wu et al. (2015) showed that complete rescue of PS performance

was possible at this age. Daily injections of D-serine (50 mg/kg, IP)

or vehicle were given during the week preceding behavioral testing

(Fig. 4A). Groups were constituted of 3-month-old mice treated

with vehicle (n ¼ 11) and 18-month-old mice treated with vehicle

or D-serine (n ¼ 11/group). The group of 3-month-old mice was

used as an internal control for task reliability in case D-serine had

no effect and also to compare the performance of the 2 older groups

against an optimal level of performance (see Fig. 2B). One old

vehicle-treated mouse was eliminated as it did not explore the

objects. During the second day of habituation, mice were tested on

a 0-cm distance test to improve familiarization with the test

schedule and to check that they would explore both objects equally

when there was no change (young vehicle: 48.2� 4.0%; old vehicle:

44.6� 2.6%; old D-serine: 48.9� 2.8%; F(2, 29)¼ 0.51, p> 0.10). The

next 2 days, mice were tested on the easy 35-cm distance and then

the challenging 20-cm distance (Fig. 4B).

The young/old pairing procedure applied to the young and old

vehicle-treated groups was again successful in minimizing the ef-

fect of age on total exploration during the sample trials (young

vehicle: 22.6 � 0.8 seconds; old vehicle: 21.7 � 1.1 seconds; old

D-serine: 24.1 � 0.9 seconds; F(2, 29) ¼ 1.66, p > 0.10; Group� Day

interaction: F(4, 58) ¼ 1.14, p > 0.10).

D-serine had no effect on the high performances obtained in the

35-cm distance test (Group: F(2,29) ¼ 0.14, p > 0.10). On the chal-

lenging 20-cm distance, there was a significant effect of group

(F(2,29) ¼ 6.80, p < 0.004). D-serine-treated old mice performed

nearly as well as young vehicle-treated mice, and both groups

performed significantly better than vehicle-treated old mice. The

severe deficit in the latter group was not related to sample explo-

ration (Spearman rank test. P ¼ 0.18, z ¼ 0.53, p ¼ 0.60; all groups:

r ¼ 0.15, z ¼ 0.86, p ¼ 0.39).

As a first approach to identify 1 possible mechanism involved in

the beneficial effect of D-serine, we analyzed the impact of treat-

ment on the survival of 4-week-old GCL cells in all mice (except for

1 young mouse, due to technical problems). As classically found,

younger mice had higher mean BrdUþ cell density than vehicle- or

D-serine-treated older mice (F(2, 28) ¼ 118.69, p < 0.0001, Fig. 4C).

When only aged groups were considered, therewas a small increase

in BrdUþ cells in the D-serine group that just reached significance

(t ¼ 2.14, df ¼ 19, p ¼ 0.046). There was no correlation between PS

performance and BrdUþ cell density in young vehicle-treated mice,

but we found an intriguing negative correlation for each aged group

(Spearman rank test. 3-month vehicle: r ¼ �0.08, z ¼ 0.24,

p ¼ 0.81; 18-month vehicle: r ¼ �0.71, z ¼ 2.16, p ¼ 0.031;

18-month D-serine: r ¼ �0.63, z ¼ 2.00, p ¼ 0.046).

4. Discussion

The main aim of the present study was to characterize the effect

of aging on PS performance in C57BL/6J male mice. We first

designed 2 PS tasks, as close as possible to those used in humans.

These tasks were based on behavioral detection of subtle changes in

object features and in spatial location of an object. We showed that

(1) PS performance was severely impaired in object and in spatial

tasks at the age of 18 months; (2) spatial PS performance gradually

declined between the ages of 3 and 21 months, with a significant

deficit already detected at the age of 11 months; and (3) D-serine

treatment fully rescued the performance of 18-month-old mice in

the spatial PS task.

Before further discussing our results, it is necessary to consider

whether the PS performance deficits of the older mice were due to

impaired cognition or to noncognitive age-related alterations. First,

it should be noted that PS performance deficit was still found in

older mice after controlling for age-related decrease in sample

exploration, either globally or individually across ages. Age-

dependent decrease in motivation for novelty-driven object

exploration is unlikely to have contributed, as young and aged

groups were equally efficient in low-similarity trials on both object

and spatial tasks. In addition, agedmice performed very similarly to

youngmice in the 2 spatial navigation tasks, especially in thewater-

maze task, which was shown by Yassine et al. (2013) to be critically

dependent on vision. The same study showed that 21-month-old

blind mice from a mixed SJL (blind) and C57BL/6 genetic back-

ground performed efficiently in an object location task and in an

object recognition task using objects of different shapes. Thus,

subtle changes in the visual capacities of our aged mice may have

marginally contributed to their deficits in the object PS task but are

very unlikely to be responsible for deficits in the spatial PS task.

Finally, the clear improvement in spatial PS performance obtained

with D-serine treatment, without affecting other behavioral mea-

sures such as sample exploration, also pleads in favor of a cognitive

deficit. Thus, age-related impairment in PS performance appears to

be mainly due to altered cognitive processing rather than defects in

gross sensorimotor, visual or motivational aspects of the task.

To the best of our knowledge, this is the first study in a single

animal model to show the deleterious effect of aging on PS ability

for both object location and object features, as reported in humans

(Reagh et al., 2014; Stark et al., 2013). Deficits in spatial PS perfor-

mance in aged rodents mainly affect tasks based on place learning

in a maze and object location discrimination learning in a touch

screen paradigm (Creer et al., 2010; Gracian et al., 2013). Deficits in

object PS performance were previously reported in aged monkeys

performing an object discrimination learning task and in aged rats

performing a learning task or a 2-trial task similar to ours (Burke

et al., 2011; Gámiz and Gallo, 2012; Johnson et al., 2017).

The present study also uniquely characterized the progression of

spatial PS performance in mice throughout adulthood (from 3 to

21 months). Deficits were already significant at the age of

11 months, and the 21-month-old group performed at chance level.

Interestingly, learning and memory performance in the Barnes

maze and Morris water-maze tasks were spared in aged mice that

were nevertheless severely impaired in the spatial PS task. The

spatial PS task is quite different from spatial navigation tasks, which

rely on extensive training and strong motivation to navigate toward

a goal to escape from water or bright light; moreover, multiple

training trials may allow older mice to learn the goal location as

accurately as youngermice by the end of spatial navigation training.

We concluded that these spatial navigation tasks were not sensitive
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enough to be affected by subtle age-related alterations such as

those detected in the spatial PS task. Conversely, spatial PS abilities

may not be essential for successful navigation based on easily

identifiable distal cues (Imielski et al., 2012; McHugh et al., 2007).

Taken together, the present results highlight the exceptional

sensitivity of our spatial PS task to aging in C57BL/6J mice. It is

noteworthy that the gradual decline in performance during mouse

adulthood was reminiscent of that reported in humans from the

ages of 20e89 years (see Fig. 2B in Stark et al., 2013). This striking

similarity suggests a high degree of translational validity of our

mouse model, and confirms the hypothesis of common age-

dependent alterations in the mechanisms underlying PS across

species (Burke et al., 2011).

Human functional magnetic resonance imaging studies have

repeatedly shown an involvement of the DG-CA3 region in PS tasks

taxing domains as different as object features and object location, as

well as temporal or environmental information (Azab et al., 2014;

Bakker et al., 2008; Kyle et al., 2015; Lacy et al., 2010; Reagh et al.,

2014). More recently, it was suggested that interference resolu-

tion capacity increases while domain selectivity decreases as in-

formation proceeds along the ventral “object” stream (perirhinal

cortex, lateral entorhinal cortex) and the dorsal “spatial” stream

(parahippocampal cortex, medial entorhinal cortex), both of which

provide major input to the DG (Reagh and Yassa, 2014). In other

words, upstream medial temporal lobe cortices may contribute to

specific aspects of discrimination processes, whereas the down-

stream DG-CA3 region may separate more multidimensional

representations. This hypothesis could shed some light on a

long-lasting debate in animal studies concerning the structure or

structures involved in object PS ability. Several studies in rats

showed that an intact perirhinal cortex was required to discrimi-

nate objects with overlapping features (Bussey et al., 2005; Bartko

et al., 2007; but see; Hales et al., 2015). Alternatively, interruption

of object-related information flow along the ventral stream by

perirhinal lesions may affect further steps in object discrimination

processing. It is noteworthy that, to the best of our knowledge, only

1 animal study explored (and supported) the role of adult DG

neurogenesis in an object PS task (Bolz et al., 2015). Thus, object PS

deficits in aged animals have so far been mainly attributed to the

deterioration of perirhinal functionality (Burke et al., 2011, 2012,

2014).

On the other hand, animal studies focusing on spatial and

contextual aspects of PS ability are generally in favor of a key role of

the dorsal DG and an involvement of local adult neurogenesis (e.g.,

Deng et al., 2013; Gilbert et al., 2001; Goodrich-Hunsaker et al.,

2008; Sahay et al., 2011). The production of new DG neurons is

known to decrease markedly with age (e.g., Ben Abdallah et al.,

2010; Morgenstern et al., 2008). Our 18-month-old mice showed

a much lower proportion of BrdUþ cells in the DG than 3-month-

old counterparts. As stereological methods were not used here, it is

possible that age-related volumetric changes in the DG could have

contributed to this large age-related difference in BrdUþ cell den-

sity. Voluntary exercise was repeatedly reported to boost both

neurogenesis and PS performance in young adult mice (Bolz et al.,

2015; Creer et al., 2010). As further discussed in the following, the

relationship between neurogenesis and PS performance may be

affected by aging or put into question, as exercise does not neces-

sarily improve both performance and neurogenesis in aged mice

(Creer et al., 2010; Wu et al., 2015). The scarcity of studies investi-

gating this issue in aged animal models emphasizes our limited

knowledge of the neuronal changes underlying age-related deficits

in PS performance.

D-serine is considered to be a promising therapeutic approach,

with minimal side effects, for age-related cognitive decline (Mothet

et al., 2015). In the present study, 1 week’s pharmacological

treatment with D-serine completely reversed the deficits of

18-month-old mice in the spatial PS task. This finding is in agree-

ment with an important role of dentate NMDAR in PS performance

and in the maturation of young adult-born neurons (Kannangara

et al., 2014; Kheirbek et al., 2012; McHugh et al., 2007; Sultan

et al., 2013). As shown by Tashiro et al. (2006), activation of den-

tate NMDAR was also necessary for young neuron survival around

18 days after birth, a critical period covered by the D-serine treat-

ment initiated 18 days after BrdU injection. Nevertheless, agedmice

treatedwith D-serine showed amodest increase in the number of 4-

week-old BrdUþ cells in their dorsal GCL, which remained much

lower than found in young mice. On the other hand, the D-serine-

treatedmiceperformednearlyaswell as youngmice in the spatial PS

task. These findings do not support a simple quantitative relation-

ship between number of 4-week-old GCL cells and PS performance.

Moreover, the negative correlation between BrdUþ cell density and

spatial PS performance, specifically found in aged mice, appeared

rather counterintuitive in this regard. This intriguing result should

be confirmed by more detailed investigation of neurogenesis (e.g.,

phenotyping BrdUþ cells and stereology). On the other hand, similar

small increases in neurogenesis induced by other neurogenic

treatments have been shown to improve other aspects of cognition

in aged rodents (Gibbons et al., 2014; Pardo et al., 2016). Thus, a small

increase in the number of dentate cells may trigger large-scale

experience-dependent changes downstream the hippocampal

network, due to the large impact of sparse dentate cell firing on the

activity of CA3 pyramidal cells (Rebola et al., 2017). Alternatively, D-

serine may have improved spatial PS performance by acting on the

excitability and/or morphology of adult-born DG cells. Taken

together, the present results suggest that the link between neuro-

genesis and PS performance, if any, is far more complicated than the

current “the more the better” hypothesis (see also Wu et al., 2015).

Therefore, alternative targets must be also be considered for the

behavioral effect of D-serine, especially since chronic systemic

administration is expected to induce a long-lasting increase in

whole-brain D-serine contents (Bado et al., 2011). One possibility is

that its beneficial effectsmaybemediated throughNMDARs of other

DG cells, or an upstreammedial temporal lobe structure such as the

entorhinal cortex. As a more specific approach, stimulation of local

production and/or release of endogenous D-serine within the sus-

pected structure of agedmice,with subsequent testingon the spatial

PS task, could help resolve this anatomic issue.

In conclusion, the present study showed that aged mice were

severely impaired in both object and spatial PS tasks and that

spatial PS deficits, which appear gradually as a function of age, can

be reversed by a subchronic D-serine treatment. Our model of age-

related deficits in 2 different PS tasks has the advantage of imposing

minimal constraints on (aged) animal welfare. The model should be

very helpful in identifying the specific changes in the medial tem-

poral lobe, which impair PS performance. Improving our knowledge

on such issues is of even broader interest, since impairment in PS

ability has been suggested to contribute to episodic memory deficit

in normal and pathological aging, and in other human brain

disorders (Bakker et al., 2012; Das et al., 2014; Déry et al., 2015;

Stark et al., 2013).
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Annexe 4 : Résultats de Master 2 

 

 

Mes travaux de master ont permis de tester la faisabilité d’une approche de 

régénération des NCS à partir ces cellules souches neurales adultes (CSNa) de la zone sous-

ventriculaire (ZSV). Ces CSNa donnent normalement naissance aux interneurones du bulbe 

olfactif et à des cellules gliales. Les analyses histologiques et moléculaires que j’ai conduites 

ont permis de mettre en évidence que la ZSV n’est pas altérée chez les souris Sod1G86R, et 

qu’elle demeure fonctionnelle, et ceci, même à des stades avancés de la maladie. Ce pool de 

CSNa, à proximité du cortex cérébral où les NCS dégénèrent, permet d’envisager de les utiliser 

en tant que source cellulaire pour régénérer des MN. Durant ma première année de thèse, j’ai 

travaillé à la mise au point d’un protocole de différentiation dirigée des CSNa de la ZSV en NCS 

par surexpression du facteur de transcription Fezf2. J’ai pour ce faire choisi une approche 

d’injection stéréotaxique d’un plasmide encodant le gène Fezf2 ainsi que le gène rapporteur 

eGFP, au sein du ventricule latéral, suivi d’une d’électroporation in vivo, afin de cibler les 

cellules de la ZSV qui bordent les ventricules latéraux. Cependant, mes résultats montrent que 

la majorité des cellules transfectées sont des cellules épendymales (différenciées) qui bordent 

les parois des ventricules latéraux et que ces cellules semblent être réfractaires à la 

différentiation. Après de nombreux essais, il apparaît que l’électroporation n’est pas la 

meilleure façon de cibler la ZSV adulte.  
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Résumé : La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la maladie neurodégénérative la plus 

fréquente du système moteur adulte. Elle conduit à une paralysie progressive puis à la mort 

des patients 3 à 5 ans après le diagnostique initial. Ces symptômes dramatiques résultent de la 

dégénérescence conjointe et sélective des neurones moteurs cortico-spinaux (NMCS) et des 

motoneurones spinaux (MNS). Malgré les nombreux essais cliniques envisagés pour bloquer 

la mort neuronale, il n’existe actuellement aucun traitement curatif de la SLA. L’existence, au 

sein de la zone sous-ventriculaire (ZSV) du cerveau de mammifère adulte, de cellules souches 

neurales endogènes, représente une source potentielle de cellules permettant d’envisager la 

régénération de populations neuronales d’intérêt thérapeutique, et notamment des NMCS en 

conditions de SLA. L’objectif de mon travail de master était de tester la faisabilité d’une telle 

approche thérapeutique dans un modèle murin de SLA, les souris Sod1G86R. Pour cela, j’ai 

évalué à différents stades de la maladie, l’état des populations cellulaires qui constituent la 

ZSV, ainsi que leurs capacités prolifératives et neurogéniques. Pour ce faire, j’ai combiné un 

traitement des animaux au BrdU à une analyse de différents marqueurs cellulaires par 

immunofluorescence, réalisé une analyse plus fine de l’expression de gènes-clés par qPCR. 

Les résultats de mes recherches montrent que les différentes populations cellulaires de la ZSV 

sont préservées, et que leurs capacités prolifératives et neurogéniques sont maintenues chez 

les souris  Sod1G86R, et ce, même à des stades symptomatiques avancés. Dans leur ensemble, 

ces résultats permettent d’envisager l’utilisation des cellules souches neurales et progéniteurs 

neuronaux de la ZSV adulte à des fins thérapeutiques, par une approche de différentiation 

dirigée de ces populations en NMCS, afin, à terme, de tester l’effet de la régénération, in situ 

des NMCS dans un modèle murin de SLA. 
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INTRODUCTION 

Les maladies neurodégénératives se caractérisent par la perte progressive de 

populations neuronales spécifiques, qui se traduit par le développement de symptômes 

neurologiques typiques de la détérioration des réseaux fonctionnels affectés. A l’aide de 

modèles moléculaires, cellulaires et animaux, les recherches précliniques se sont longtemps 

appliquées à caractériser les mécanismes moléculaires responsables de ces pertes neuronales 

sélectives, afin de développer des approches thérapeutiques visant à contrecarrer la mort 

neuronale et enrayer la progression de la neurodégénérescence. D’une manière générale, bien 

que cette première stratégie ait permis une meilleure compréhension des mécanismes 

neurodégénératifs, les bénéfices thérapeutiques sont peu nombreux. 

L’existence de cellules souches neurales (CSN), au sein du cerveau de mammifères 

adultes, offre une alternative prometteuse aux approches thérapeutiques actuelles. En effet, ces 

cellules multipotentes et capables de s’auto-renouveler permettent d’envisager de nouvelles 

approches thérapeutiques, basées sur le remplacement, au sein même du cerveau lésé, de 

populations neuronales sélectivement endommagées, sans greffe de cellules hétérologues. La 

faisabilité de telles approches repose sur deux conditions essentielles : i) un maintien des CSN 

et de leurs fonctions en dépit des conditions neurodégénératives ; et ii) la capacité de modifier 

les CSN afin de leur permettre de générer des populations neuronales d’intérêt thérapeutique. 

Au cours de mon stage de Master, j’ai entrepris de tester la faisabilité d’une telle 

approche régénérative dans un modèle murin de sclérose latérale amyotrophique (SLA). 

 

I. Sclérose Latérale Amyotrophique 

Avec une incidence de 2/100 000, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la plus 

fréquente des maladies neurodégénératives du système moteur adulte. Elle se déclare aux 

alentours de 50-70 ans, se traduit par une paralysie progressive, et conduit au décès des patients 

en 3 à 5 ans seulement, pour cause d’insuffisance respiratoire (Kiernan et al., 2011). Ces 

symptômes typiques découlent de la dégénérescence sélective et conjointe de deux populations 

neuronales distinctes : les neurones moteurs cortico-spinaux (NMCS), situés dans le cortex 

cérébral et projetant vers la moelle épinière, et les motoneurones spinaux (MNS), situés dans le 

tronc cérébral et la corne ventrale de la moelle épinière et projetant vers les muscles striés 

squelettiques.  

 Si la SLA se présente majoritairement sous des formes sporadiques, il existe également 

des formes familiales, qui représentent environ 10% des cas (Renton et al., 2013). Le gène 
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Figure 1 : Les souris Sod1G86R reproduisent une dégénérescence sélective et combinée des NMCS et des MNS caractéristique de la 

sclérose latérale amyotrophique (SLA).

A-B’) Images représentatives de l’expression de la mu-crystalline (Crym) révélée par hybridation in situ sur des coupes coronales de 

cerveaux de souris Sod1G86R (B,B’) et leurs contôles sauvages (A,A’) du même âge (115 jours en moyenne) (Marques et Rouaux, résultats 

non publiés). C) La quantification des neurones positifs pour Crym et situés dans la couche V du cortex moteur révèle une perte progressive 

de cette population neuronale chez souris Sod1G86R comparées aux contôles (Marques et Rouaux, résultats non publiés). D) Représentation 

schématique de la dégénérescence progressive, sélective et combinée des Neurones Moteurs Corticospianux (NMCS) et des Motoneurones 

Spinaux (MNS) chez les souris Sod1G86R, ainsi que du tractus corticospinal et des nerfs moteurs. E) Schéma du décours de la maladie chez 

les souris Sod1G86R. Les premiers symptômes moteurs apparaissent aux alentours de 90 jours, puis une paralysie progressive s’installe 

rapidement, jusqu’au décès des animaux aux alentours de 115 jours. Ctx: cortex cérébral; CC: corps calleux; Sep: septum; Str: striatum; 

WT: sauvage; Echelle : 150µm (A-B’).

Figure 2 : Neurogénèse adulte dans le système ZSV-FMR-BO de souris.

A) Représentation schématique du système ZSV-FMR-BO, du cerveau de souris adulte en vue latérale. Les neuroblastes, générés au 

niveau de la zone sous-ventriculaire (ZSV) migrent, au sein du flux migratoire rostral (FMR) vers les bulbes olfactifs (BO). Au niveau des 

BO, les neuroblastes migrent de manière radiale et terminent de se différencier. B) Représentation schématique de la ZSV sur une coupe 

coronale de cervau de souris adulte. La ZSV borde les parties latérale et dorsale du ventricule latéral (VL), isolant le striatum du ventricule 

latéral. C) Cytoarchitecture de la ZSV. Le système ZSV-FMR-BO de souris se compose de différents types cellulaires : les cellules souches 

neurales (CSN), les progéniteurs neuronaux (PN), et les neuroblastes (NB). D) Schéma représentant le mode de génération des neurones 

du BO. Ctx: cortex cérébral; CC: corps calleux; Sep: septum; Str: striatum.

B
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encodant la superoxyde dismutase 1 à cuivre et zinc, Sod1, fut le premier découvert, aux début 

des années 1990. On estime à l’heure actuelle que les mutations de Sod1 correspondent à 12% 

des cas familiaux (Renton et al., 2013). La découverte d’un premier gène lié à la SLA a permis 

le développement de tout premiers modèles murins de la maladie, qui ont largement contribué 

à mettre en évidence nombre de mécanismes impliqués dans la mort neuronale, et plus 

particulièrement dans la dégénérescence des MNS (Shaw, 2005). Bien que d’autres gènes 

responsables de cas familiaux de SLA aient été identifiés très récemment (Renton et al., 2013), 

les rongeurs surexprimant une forme mutée du gène Sod1 demeurent, à l’heure actuelle, les 

seuls modèles validés de SLA (Turner and Talbot, 2008). L’unité INSERM 1118, au sein de 

laquelle j’ai effectué mon stage de Master, étudie en particulier la lignée de souris mSod1G86R 

(notée simplement Sod1G86R dans ce rapport), qui surexpriment une forme mutée et inactive du 

gène murin, équivalente à la mutation G85R identifiée chez certains patients SLA (Ripps et al., 

1995). 

 

II. Dégénérescence et régénération des neurones moteurs cortico-spinaux 

 En dépit de la définition clinique précise de la SLA, une dégénérescence conjointe et 

spécifique des neurones moteurs cortico-spinaux (NMCS) et des motoneurones spinaux 

(MNS), il est frappant de noter que les NMCS, et plus largement le cortex cérébral, ont été très 

largement oubliés des recherches précliniques, qui se sont davantage concentrées sur les MNS 

et la moelle épinière. Cependant, de récentes données de la génétique lient à présent clairement 

la SLA à une autre maladie neurodégénérative, purement corticale, la démence fronto-

temporale (DFT). En effet, il est à présent établi que 15% des cas de SLA évoluent vers une 

DTF, et vice-versa (Ling et al., 2013). Ces données récentes contribuent à replacer le cortex 

cérébral, et les NMCS, au cœur de la recherche sur la SLA. 

 De récents travaux effectués au laboratoire ont permis de mettre en évidence une 

dégénérescence progressive des NMCS chez les souris Sod1G86R (Marques et Rouaux, résultats 

non publiés) (Figure 1A-C). Vingt ans après la génération des souris Sod1G86R, et la description 

de la dégénérescence progressive de leurs MNS (Ripps et al., 1995), ces données terminent 

donc de valider cette lignée en tant que modèle de SLA (Figure 1D). Ces animaux développent 

en effet les symptômes moteurs typiques de la SLA, avec une paralysie progressive qui débute 

aux alentours de 90 jours, et évolue très rapidement vers une paralysie totale et la mort des 

animaux, aux alentours de 120 jours (Figure 1E). 

 L’absence de traitement curatif de la SLA, et les échecs répétés des essais cliniques 

envisagés pour bloquer la mort neuronale (et en particulier la mort des MNS), suggère qu’il est 
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nécessaire de repenser les postulats de départ et de tester de nouvelles approches 

thérapeutiques. L’une de ces alternatives réside dans le remplacement des populations 

neuronales décimées par la maladie, et plus particulièrement le remplacement des MNCS au 

sein du cerveau malade. De fait, la génération de NMCS à partir de divers types neuraux, in 

vivo, a déjà des précédents. Il est en effet possible, par simple surexpression du facteur de 

transcription Fezf2 (Fez family zinc finger 2), de générer des populations ectopiques de NMCS 

à partir de progéniteurs du striatum (programmation) chez l’embryon de souris (Rouaux and 

Arlotta, 2010), ou encore de neurones calleux post-mitotiques (reprogrammation) chez le 

souriceau (Rouaux and Arlotta, 2013). L’application de ces approches de recherche 

fondamentale à un contexte neurodégénératif, tels que celui de la SLA, chez les souris Sod1G86R 

par exemple, permettrait de tester, pour la première fois, la régénération d’une population 

neuronale d’intérêt thérapeutique, au sein même du cerveau malade. Se pose alors la question 

des cellules à cibler pour induire, dans le cerveau adulte, la génération de nouveaux NMCS. 

Les cellules souches neurales (CSN) apparaissent comme des candidats évidents : de par leur 

pluripotence, elles représentent certainement les cellules les moins différentiées, et par 

conséquent, les plus « plastiques » et les plus « faciles à reprogrammer » du cerveau adulte. En 

outre, plusieurs études ont d’ores et déjà mis en évidence la capacité des CSN à adapter 

l’identité des cellules auxquelles elles donnent naissance en réponse à la manipulation de 

facteurs intrinsèques ou extrinsèques, dans le cerveau de souris adultes (Jackson et al., 2006; 

Jessberger et al., 2008).  

 

III. Neurogenèse adulte et potentiel thérapeutique – vers une application dans la SLA 

La neurogenèse adulte est le processus permettant la génération de neurones 

fonctionnels à partir de cellules souches neurales (CSN), au sein du cerveau adulte adultes. 

Dans le cerveau des mammifères, ce phénomène est limité dans l’espace à deux niches 

neurogéniques, la zone sous-ventriculaire (ZSV) (Figure 2A) et la zone sous granulaire (ZSG) 

de l’hippocampe (Ming and Song, 2011), et dans le temps, puisqu’il existe une corrélation 

entre l’âge et le déclin du processus neurogénique (Hamilton et al., 2013). Parmi ces deux 

niches neurogéniques, la ZSV possède un potentiel thérapeutique plus important que la ZSG : 

chaque jour, la ZSV produit plus de neurones que la ZSG (30 000 contre 9 000 chez le rat 

adulte ; Chen et al., 2014), et les cellules générées par la ZSV possèdent, en conditions 

physiologiques, une plus grande capacité migratoire que les cellules issues de la ZSG. 

Les cellules souches neurales CSN (cellules gliales radiales ou cellules de type B) de la 

ZSV se situent sous une couche de cellules épendymales (cellules de type E) au niveau des 
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parois des ventricules latéraux (Figure 2B,C,D). Les CSN prolifèrent lentement et donnent 

naissance à des Progéniteurs Neuronaux (PN, cellules amplifiantes transitoires ou cellules de 

type C), ayant une capacité de prolifération plus importante, et qui génèrent des Neuroblastes 

(NB, cellules de type A) (Figure 2C,D). Ces derniers migrent le long du flux migratoire rostral 

(FMR) pour atteindre le bulbe olfactif (BO) où ils se différentient en interneurones (Ming et 

Song, 2011) (Figure 2A). 

La neurogénèse de la ZSV est contrôlée par grand nombre de facteurs intrinsèques et 

extrinsèques (Zhao et al., 2008) et par la qualité du microenvironnement de la niche 

neurogénique : un riche réseau vasculaire (Tavazoie et al., 2008) et une matrice extracellulaire 

particulière (Shen et al., 2008), tous deux impliqués dans l’apport de facteurs de croissance. En 

conséquence, le processus de neurogenèse adulte est particulièrement sensible aux 

changements du microenvironnement cellulaire, et notamment à la neurodégénérescence. En 

effet, la majorité des études réalisées chez les patients de maladie d’Alzheimer et de Parkinson, 

et dans les modèles animaux correspondants, concluent en une diminution globale de la 

neurogénèse adulte, due à une diminution de la prolifération et/ou de la survie des neurones 

générés. Au contraire, chez les patients de maladie de Huntington, les études montrent une 

augmentation de la prolifération au sein de la ZSV et une augmentation du nombre de 

neuroblastes générés, qui s’accompagne en outre, dans les modèles animaux, d’une migration 

de ces derniers vers le striatum, au détriment du BO (Winner et al., 2011).  

 

IV. Objectifs du stage de mater 

L’objectif de mon stage de master a été de tester la faisabilité d’une approche 

régénérative des NMCS en conditions de SLA. Pour ce faire, j’ai évalué l’état des différentes 

populations cellulaires qui constituent le système ZSV-FMR-BO, ainsi que les capacités 

prolifératives et neurogéniques des CSN/PN de la ZSV, chez les souris Sod1G86R en 

comparaison aux souris sauvages, à différents stades pré-symptomatiques et symptomatiques 

de la maladie. Les résultats de mon travail de recherche permettent d’ores et déjà de conclure 

que la neurogénèse émanant de ZSV adulte n’est que très peu affectée par la progression de la 

pathologie chez les souris Sod1G86R, que la population de CSN est préservée, et que ses 

fonctions sont maintenues. Il apparaît donc envisageable de cibler ces CSN pour tester l’effet 

de la régénération des NMC, dans un modèle murin de SLA. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

I. Animaux 

Toutes les procédures expérimentales utilisées ont été autorisées par le Comité 

Régional d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animal de Strasbourg (CREMAS 

n°35) sous les notifications d’autorisation de projet n° 00738.01, et 00767.01. 

Les expériences ont été menées sur les souris transgéniques de la lignée FVB/N 

Sod1G86R (Ripps et al., 1995) et leurs contrôles sauvages, issus de mêmes portées. Ces souris 

surexpriment une forme inactive et mutée (substitution de l’arginine par la glycine au niveau 

du résidu 86) du gène murin superoxyde dismutase 1. Les souris ont été élevées à l’animalerie 

centrale de la Faculté de Médecine de Strasbourg, à une température constante de 22°C, avec 

un cycle jour/nuit de 12h/12h. La nourriture et l’eau ont été fournies ab libitum. Pour limiter le 

nombre de portées générées, les femelles ont été utilisées pour les expériences 

d’immunohistochimie sur coupes coronales, les mâles pour les expériences de qPCR et 

d’immunohistochimie sur coupes sagittales. 

 

II. Injections de BrdU 

Le BrdU, un nucléotide de synthèse analogue de la thymidine, a la propriété de 

s’intercaler dans l’ADN des cellules en réplication, lors de la phase de synthèse de l’ADN (S). 

Il demeure ensuite dans l’ADN cellulaire, à son niveau maximal d’incorporation si l’animal est 

sacrifié peu de temps après avoir été injecté, ou encore si la cellule qui l’a incorporé quitte le 

cycle cellulaire et cesse de se diviser. 

Pour étudier la prolifération cellulaire, 8 groupes d’animaux, sauvages et transgéniques, 

âgés de 30, 60, 90 et 105 jours (n=4 WT et n=4 Sod1G86R par âge), ont reçu une dose unique de 

50mg/kg de BrdU (Sigma, B9285-16), dilué dans du NaCl 0,9%, par voie intrapéritonéale, 

deux heures avant le sacrifice (Doetsch et al., 1999; Liu and Martin, 2006). 

Pour étudier la neurogénèse issue de la ZSV, 8 groupes d’animaux, sauvages et 

transgéniques, ont été injectés quotidiennement au BrdU par voie intrapéritonéale, à une dose 

de 180mg/kg/jour, entre 15 et 30 jours (n=2 WT et n=4 Sod1G86R), 45 et 60jours (n=4 WT et 

n=4 Sod1G86R), 75 et 90 jours (n=5 WT et n=4 Sod1G86R) et entre 90 et 105 jours (n=5 WT et 

n=5 Sod1G86R), et sacrifiés le lendemain de la dernière injection, comme précédemment décrit 

(Chen et al., 2004). 
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Figure 3 : Les cellules impliquées dans la neurogénèse adulte émanant de la zone sous-ventriculaire (ZSV) expriment des 
combinaisons uniques de marqueurs. A) Schéma des types cellulaires impliqués dans la neurogénèse de la ZSV adulte. B) 
Marqueurs exprimés par les différents sous-types cellulaires impliqués dans la neurogénèse des neurones du bulble olfactif (BO). 

Ascl1: achaete-scute homolog 1; DCX: doublecortine; Dlx2: distal less homeobox-2;  EGFR: epidermal growth factor receptor; 

GFAP: glial fibrillary acidic protein; GLAST: glutamate-aspartate transporter; NCAM1: neural cell adhesion molecule 1; NeuN: 

neuronal nuclei; Olig2: oligodendrocyte transcription factor 2; Sox2: SRY (Sex derterming region Y)-box 2.

Antigène
Type cellulaire 

marqué
Fournisseur Référence Espèce productrice Dilution

BrdU  Cellule en réplication BD Transduction 347580 Souris 1/500

GFAP CSN Dako 20334 Lapin 1/500

Nestine CSN et PN Millipore MAB353 Souris 1/1000

Sox2 PN Millipore AB5603 Lapin 1/500

DCX Neuroblaste Millipore AB2253 Cochon d’Inde 1/1000

NeuN Neurone post-mitotique Millipore ABN78 Lapin 1/500

Souris -  Alexa488 Life Technologies A11001 Chèvre 1/500

Lapin -  Alexa488 Molecular Probes A11034 Chèvre 1/500

Lapin -  Alexa547 Life Technologies A11035 Chèvre 1/500

Cochon d’Inde -  Alexa547 Molecular Probes A11074 Chèvre 1/500

Tableau 1 : Liste des anticorps utilisés dans le cadre de l’étude du système ZSV-FMR-BO de souris adulte. Les couleurs 

indiquent les différents sous-types cellulaires reconnus, en conformité avec la Figure 3. BrdU: 5-bromo 2’-déoxyuridine. Les noms 

des gènes et des types cellulaires sont définis dans la liste des abréviations ainsi que dans la légende de la Figure 3.

S100 CE NM_009115 CTGGAGAAGGCCATGGTTGC CTCCAGGAAGTGAGAGAGCT

Cd24 CE NM_009846 CCACGCAGATTTACTGCAACC AGCGTTACTTGGATTTGGGGA

Gfap CSN NM_001131020 TCGAGATCGCCACCTACAG GTCTGTACAGGAATGGTGATGC

Glast CSN NM_148938 CAGAGTCAGAAAAGTTGTCCTCTC TCCTTGCGTGTCAGTGTCTT

Vimentine CSN NM_011701 TCCAGAGAGAGGAAGCCGAA AAGGTCAAGACGTGCCAGAG

Nestine CSN et PN NM_016701 AGAGGGGTCTGAGTCTGCTT CCACGCTAGTCACCTCTTGG

Tenascine C CSN et PN NM_011607 TGGAGTACGAGCTGCATGAC AAACTTGGTGGCGATGGTAG

Sox2 CSN et PN NM_011443 AGAACCCCAAGATGCACAAC CTCCGGGAAGCGTGTACTTA

Egfr PN NM_207655 AGGCACAAGTAACAGGCTCAC AAGGTCGTAATTCCTTTGCAC

Olig2 PN NM_016967 CTGGCGCGAAACTACATCCT CGTAGATCTCGCTCACCAGTC

Ascl1 PN NM_008553 TCTCCTGGGAATGGACTTTG GGTTGGCTGTCTGGTTTGTT

Dlx2 PN et NB NM_010054 CAGTTCGTCTCCGGTCAACA GGAGTAGATGGTGCGTGGTT

Ncam1 NB NM_001081445 AGAGGACGGGAACTCCATCA GAGCGCTCTGTACTTGACCA

Dcx NB NM_001110222 GAGTGCGCTACATTTATACCATTG TGACATTCTTGGTGTACTCAACCT

Sod1 Ubiquitaire NM_011434 GAGACCTGGGCAATGTGACT GTTTACTGCGCAATCCCAAT

Pol2 Ubiquitaire NM_153798 GCTGGGAGACATAGCACCA TTACTCCCCTGCATGGTCTC

Tbp Ubiquitaire NM_013684 CCAATGACTCCTATGACCCCTA CAGCCAAGATTCACGGTAGAT

Tableau 2 : Liste des amorces nucléotidiques utilisées en qPCR pour analyser l’expression de gènes d’intérêt dans la 
zone sous-ventriculaire. Les couleurs indiquent les différents sous-types cellulaires reconnus, en conformité avec la Figure 3. CE: 

cellule épendymale; Pol2: Polymerase RNA 2 DNA directed polypetide A; Sod1: Superoxyde dismutase 1; Tbp: TATA-box binding 

protein. Les noms des gènes et des cellules sont définis dans la liste des abréviations ainsi que dans la légende de la Figure 3.

ARNm Cellules n° de dépôt oligonucléotide sens oligonucléotide anti-sens
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III. Techniques d’immunofluorescence 

1. Prélèvement des tissus pour l’immunofluorescence 

Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale d’une dose létale de 

pentobarbital de sodium (120mg/kg). Après endormissement, ils ont été perfusés en intra-

cardiaque, avec une solution de PBS (tampon phosphate salin) 0,1M, puis une solution de 

paraformaldéhyde à 4% dans du PBS 0,1M. Les cerveaux ont été rapidement prélevés, post-

fixés 24h dans du paraformaldéhyde à 4% et lavés trois fois au PBS 0,1M. Les cerveaux ont 

ensuite été inclus dans de l’agar à 4%, avant d’être coupés selon les plans coronal ou sagittal, à 

40µm d’épaisseur, à l’aide d’un vibratome Leica VT 1000 S, selon les recommandations du 

fournisseur (Leica Biosystems, Nussloch, Allemagne). Les coupes de cerveaux ont été 

collectées dans des boîtes de 24 puits (coupes coronales) ou de 12 puits (coupes sagittales), et 

conservées dans du PBS 0,1M complété à 0,025% d’azide de sodium. 

 

2. Immunofluorescence 

Tous les anticorps, primaires et secondaires, utilisés au cours de cette étude, les 

protéines reconnues, les fournisseurs, références et dilutions utilisées sont listés dans le 

Tableau 1. Chaque anticorps secondaire a été testé individuellement (contrôles « sans 

primaire ») pour vérifier la spécificité des marquages obtenus avec les anticorps primaires 

suivis des anticorps secondaires. 

Les coupes flottantes sélectionnées pour les différents marquages ont été placées dans 

des puits à fond grillagé, adapté aux boîtes de 12 puits. Toute la procédure a été réalisée sous 

agitation et à température ambiante, sauf l’incubation avec la solution d’anticorps primaire, 

réalisée à 4°C. Après 4 lavages de 5min au PBS 0,1M, les coupes flottantes ont été incubées 

1h, dans un volume de 3ml de tampon de blocage composé de 8% de sérum de chèvre, 0,3% 

d’albumine de sérum bovin, 0,3% de triton X-100 dans du PBS 0,1M à 0,025% d’azide de 

sodium. Les coupes ont ensuite été incubées une nuit, dans un volume de 1,5ml d’anticorps 

primaire dilué dans le tampon de blocage, puis lavées 3 fois 10min au PBS 0,1M, avant d’être 

incubées 2h dans un volume de 1,5ml d’anticorps secondaire dilué dans le tampon de blocage, 

puis 10min avec le marqueur d’ADN Hoechst (Sigma, B2261), dilué à 1µg/ml final dans du 

PBS 0,1M. Après trois lavages de 10min au PBS 0,1M, les coupes ont été montées sur lames, 

dans un bain d’eau distillée, puis laissées à sécher 30 à 45 min à l’abri de la lumière. 

Finalement, 100µl de milieu de montage DPX (Sigma, 6522) a été déposé le long des lames, 

avant de positionner les lamelles. Après 24h de séchage, les lames ont été photographiées, ou 

stockées à l’abri de la lumière, à 4°C, jusqu’à acquisition des images. 
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Pour révéler le BrdU, cette procédure a été modifiée de la manière suivante, afin de 

dénaturer l’ADN cellulaire et démasquer l’épitope : avant l’étape de blocage, les coupes 

flottantes ont été successivement incubées 10s dans de l’eau distillée puis 2h dans une solution 

d’HCl à 2M, avant d’être lavées 4 fois 5min dans du PBS 0,1M. Outre le « contrôle sans 

primaire », précédemment décrit, la spécificité du marquage BrdU a été vérifiée sur des tissus 

provenant d’un animal non injecté.  

 

3. Marquage des différentes populations cellulaires du système ZSV-FMR-BO 

Afin d’estimer l’état des populations cellulaires qui composent le système zone sous-

ventriculaire (ZSV) – flux migratoire rostral (FMR) – bulbe olfactif (BO) du cerveau de souris 

adulte, les cellules souches neurales (CSN), progéniteurs neuronaux (PN), neuroblastes (NB) et 

neurones du BO (Figure 3) ont été révélés par l’emploi de combinaisons d’anticorps listés dans 

le Tableau 1, et révélés par immunofluorescence. Pour la ZSV et le BO, 4 animaux sauvages et 

4 animaux transgéniques ont été analysés à chaque âge d’intérêt (30, 60, 90, 105 jours ; n=4 

WT et n=4 Sod1G86R par âge). Pour le FMR, 3 animaux sauvages et 4 animaux transgéniques 

(n=3 WT et n=4 Sod1G86R) ont été analysés à l’âge unique de 90 jours. 

ZSV : trois coupes coronales par animal ont été sélectionnées, le long de l’axe rostro-

caudal : la première, rostrale, avec comme point de repère la fusion du corps calleux (Bregma 

≈ 0,14mm), la troisième, caudale, avec comme point de repère la fusion de la commissure 

antérieure (Bregma ≈ 1,10mm), et la deuxième, intermédiaire, à égale distance des coupes 

rostrale et caudale (Bregma ≈ 0,62mm). Les coupes ont ensuite été regroupées par génotype et 

par âge pour l’immunofluorescence. 

BO : en prenant comme point de repère l’apparition du noyau olfactif antérieur 

(Bregma entre ≈ 4mm et 5,5mm), les trois coupes de BO situées dans le même puits de 

collection de la boîte 24 puis ont été sélectionnées par animal. Les coupes ont ensuite été 

regroupées par génotype et par âge pour l’immunofluorescence. 

FMR: pour chaque cerveau, le FMR a été recherché à l’aide d’un stéréomicroscope, et 

deux coupes adjacentes présentant le FMR ont été sélectionnées pour l’analyse (Latéral ≈ 

0,72mm). Les coupes ont ensuite été regroupées par génotype pour l’immunofluorescence. 

 

4. Acquisition et quantification des images de microscopie 

Les images d’immunofluorescence ont été obtenues à l’aide d’un microscope droit à 

fluorescence (Nikon Eclipse E800), équipé d’une caméra DS-Ri1 (Nikon), et piloté par le 

logiciel NIS Element (Nikon). Les images confocales ont été obtenues à l’aide d’un 
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microscope confocal LMS 710 (Zeiss), piloté par le logiciel Zen (Zeiss). Les images ont 

ensuite été regroupées, par région anatomique, type de marquage et âge, pour permettre la 

comparaison entre les génotypes et la mise en évidence de différences potentielles entre 

animaux sauvages et transgéniques. 

Les quantifications des cellules BrdU+ (ZSV et BO) et BrdU+/NeuN+ (BO) ont été 

réalisées sur des images acquises au microscope à fluorescence avec un objectif 10x. 

 

IV. Techniques moléculaires 

1. Prélèvement des tissus pour la biologie moléculaire 

Les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale d’une dose létale de 

pentobarbital de sodium (120mg/kg), et, après endormissement, les têtes ont été rincées à 

l’éthanol 70%. Les animaux ont ensuite été décapités et les cerveaux rapidement sortis des 

boîtes crâniennes avant d’être placés dans une matrice immergée dans du PBS 0,1M stérile et 

froid, afin de réaliser des coupes coronales de 1mm d’épaisseur. Deux coupes contenant la 

ZSV (Bregma ≈ 1,18mm et 0,5mm) ont été transférées dans une boîte de Pétri, et la ZSV a été 

microdisséquée sous un stéréomicroscope. Les ZSV collectées ont ensuite été immédiatement 

congelées dans l’azote liquide et stockées à -80°C. 

 

2. Extraction et dosage des ARN 

Après ajout de 250μL de Trizol (Ambion, 15596), les ZSV ont été broyées à l’aide d’un 

pilon. Les extraits ont ensuite été centrifugés 15min à 12 000g, 4°C. 50µl de chloroforme froid 

a été ajouté au surnageant et le mélange a été vortexé 15s avant d’être centrifugé 10min à 

12 000g, 4°C. La phase aqueuse, contenant les ARN a été séparée de la phase organique, 

contenant lipides et protéines. Les ARN ont ensuite été concentrés par ajout, volume à volume, 

d’isopropanol, homogénéisation et centrifugation 10min à 12 000g, 4°C. Après lavage à 

l’éthanol 75%, le culot a été re-centrifugé 10min à 12 000g, 4°C. Le surnageant a été retiré et 

le culot laissé à sécher, avant d’être re-suspendu dans 20µl d’eau ultra pure. La concentration 

des échantillons a été mesurée par spectrophotométrie au Nanodrop (ThermoScientific). Les 

ARN ont été considérés purs lorsque le ratio A260/A280 était compris entre 1,8 et 2,1 et 

lorsque le ratio A260/A230 était proche de 2. 

 

3. Rétrotranscription des ARN en ADNc 

290ng d’ARN de chaque échantillon a été retro-transcrit pour obtenir l’ADN 

complémentaire (ADNc) correspondant, grâce au mélange commercial iScript Reverse 
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Transcription Supermix for RT-qPCR (Biorad), contenant enzyme, dNTP, random primers et 

tampon, dans un thermocycleur C1000 (BioRad), par incubation 5min à 25°C, 30min à 42°C, 

et 5min à 85°C. 

 

4. qPCR 

Tous les couples d’amorces nucléotidiques, utilisés au cours de cette étude, les ARN 

messagers reconnus, et leur numéro de dépôt sont listés dans le Tableau 2. 

L’expression des différents gènes d’intérêts (Tableau 2) a été mesuré par PCR en temps 

réel (qPCR). Les réactions de PCR ont été réalisées sur une dilution d’ADNc (1/20), amplifiée 

par le mélange commercial SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (BioRad), dans un 

thermocycleur CFX96 (Biorad) avec 40 cycles dénaturation (30sec, 95°C) / hybridation (5sec, 

95°C) / élongation (30sec, 60°C). Les niveaux d’expression des gènes cibles ont été normalisés 

à l’aide de deux gènes d’expression constitutive, TBP et Pol2 (Tableau 2), via le programme 

GeNorm Software 3,5 (Vandesompele et al., 2002). 

 

V. Analyses statistiques 

Toutes les valeurs sont représentées sous la forme de moyennes ± SEM (erreur standard 

à la moyenne). Les tests statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel Prism 6 (GraphPad). 

L’analyse de variance à deux facteurs (2way ANOVA) a été utilisée pour analyser les 

comptages de cellules positives pour le BrdU, le test paramétrique de Student (T-test) pour les 

résultats de qPCR, et de colocalisation BrdU/NeuN. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Figure 4 : L’analyse des marqueurs de cellules souches neurales montrent une perte spécifique de la Nestine chez les 
souris Sod1G86R symptomatiques.
A) Schéma de l’expression des marqueurs GFAP et Nestine par les cellules sourches neurales (CSN) et progéniteurs neuro-

naux (PN) de la zone sous-ventriculaire (ZSV). B-C) Images représentatives de coupes coronales de cerveaux de souris 

sauvages (WT) et transgéniques (Sod1G86R) à l’âge symptômatique de 105 jours, au niveau de la  ZSV, après révélation de la 

GFAP (rouge) et de la Nestine (vert) par immunofluorescence. D-K’) Agrandissements des parties dorsales (D-G’) et 

ventrales (H-K’) de la ZSV, chez les souris WT et Sod1G86R à 90 et 105 jours. Notez le maintien (flèches pleines) des niveaux 

de GFAP (rouge) et au contraire la baisse (pointes de flèche) des niveaux de Nestine (vert), chez les souris Sod1G86R en compa-

raison aux WT. CC: corps calleux; Ctx: cortex; Sep: septum; Str: striatum; GFAP: glial fibrillary acidic protein. Echelle : 
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RÉSULTATS 

Les cellules souches neurales (CSN) et progéniteurs neuronaux (PN) qui persistent dans 

le cerveau de mammifère adulte au sein de la zone sous-ventriculaire (ZSV) représentent une 

source potentielle de neurones d’intérêts thérapeutiques. Dans une perspective d’exploiter ce 

potentiel neurogénique à des fins régénératives, j’ai étudié, au cours de mon stage de Master, 

l’état de la ZSV de souris modélisant la sclérose latérale amyotrophique (SLA), les souris 

Sod1G86R. Plus spécifiquement j’ai évalué l’état des différentes populations cellulaires de la 

ZSV, leurs capacités prolifératives et neurogéniques, afin de déterminer si les CSN/PN de la 

ZSV pourraient servir de point de départ à la régénération des neurones moteurs cortico-

spinaux (NMCS) qui dégénèrent sélectivement au cours de la SLA. 

 

I. Les populations cellulaires impliquées dans la neurogénèse adulte émanant de la 

ZSV sont préservées au cours de la pathologie chez les souris Sod1
G86R  

Afin de déterminer l’état des différentes populations cellulaires impliquées, au sein de 

la ZSV, dans la neurogénèse des bulbes olfactifs (BO) du cerveau de souris, c’est à dire les 

cellules souches neurales (CSN), progéniteurs neuronaux (PN) et neuroblastes (NB), j’ai révélé 

la présence de ces populations au moyen de  marqueurs, ou combinaisons de marqueurs par 

immunofluorescence (Figure 3 et Tableau 1), sur des coupes coronales à trois niveaux rostro-

caudal et à quatre âges : 30 jours, 60 jours (pré-symptomatiques), 90 jours et 105 jours 

(symptomatiques), chez les souris Sod1G86R et leurs contrôles sauvages (n=4 WT et 4 Sod1G86R à 

chaque âge) (Figure 1E). Pour chaque expérience d’immunofluorescence, un contrôle négatif, 

sans anticorps primaire, a été réalisé pour s’assurer de la spécificité des marquages. Les 

analyses aux âges 30 et 60 jours n’ont pas révélé de différences entre les animaux WT et 

Sod1G86R, et j’ai choisi de ne montrer que les résultats obtenus aux âges symptomatiques de 90 

et 105 jours. Par ailleurs, pour des raisons d’espace, j’ai choisi de ne montrer que les images 

des coupes rostrales. 

 

1. Le co-marquage GFAP/Nestine révèle une perte spécifique du signal Nestine dans 

les CSN et PN de la ZSV chez les souris Sod1G86R 

En absence de marqueur unique des CSN, j’ai choisi de révéler cette population grâce à 

la combinaison des marqueurs GFAP/Nestine (Figure 4A). La GFAP (Glial Fribrillary Acidic 

Protein), un filament intermédiaire de type III, est exprimé classiquement par les astrocytes 

(Kamphuis et al., 2012), mais également, au sein de la ZSV par les CSN (Doetsch et al., 2002). 
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marqueur de neuroblastes et neurones en migration, n’est pas altérée chez les souris Sod1G86R.
A) Schéma de l’expression des marqueurs Sox2 par les cellules souches neurales (CSN) et progéniteurs neuronaux (PN) de la zone 

sous-ventriculaire (ZSV) et de DCX par les neuroblastes (NB) de la ZSV migrant via le flux migratoire rostral (FMR) vers les bulbes 

olfactifs (BO). B-E) Images de microscopie représentatives de coupes coronales de cerveaux de souris sauvages (WT) et transgé-

niques (Sod1G86R) aux âges symptômatiques de 90 jours (gauche) et de 105 jours (droite), au niveau de la ZSV, après révélation de 

Sox2, un marqueur de progéniteurs neuronaux et de cellules sourches neurales. B’-D’) Agrandissements au niveau de la ZSV. Notez 
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au niveau de la ZSV (F’,G’) et de la partie rostrale du FMR (F’’,G’’). Les flèches pleines indiquent un marquage maintenu. BO: 

bulbe oflactif; CC: corps calleux; Ctx: cortex; DCX: doublecortine; Hyp: hypothalamus; Sep: spetum; Str: striatum; Sox2: SRY (sex 
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Comme attendu, le marquage GFAP révèle un signal fort le long du ventricule latéral, où se 

situent les CSN, et un signal plus diffus au sein du corpus calleux, émanant des astrocytes 

(Figure 4B-C). La Nestine, un filament intermédiaire de type IV, est exprimée, au sein de la 

ZSV, à la fois par les CSN et les PN (Doetsch et al., 1997) (Figure 4A-C). La combinaison 

GFAP/Nestine, au sein de la ZSV, permet donc de révéler la population de CSN. Une analyse a 

plus fort grossissement des parties dorsale et ventrale de la ZSV révèle des niveaux de GFAP 

équivalents entre les souris WT et Sod1G86R aussi bien à 90 jours qu’à 105 jours (Figure 4D-G 

et H-K, respectivement).  En revanche, on note une nette diminution des niveaux de Nestine 

dans la ZSV des souris Sod1G86R, aussi bien dans la partie dorsale que dans la partie ventrale, 

présente dès l’âge de 90 jours (Figure 4D’,E’ et H’,I’, respectivement) et accentuée à 105 jours 

(Figure 4F’,G’ et J’,K’, respectivement). Ce résultat a été retrouvé et confirmé dans les régions 

intermédiaires et caudales de la ZSV également étudiées (résultats non montrés). Deux 

scénarios pourraient expliquer le maintien des niveaux de GFAP et la diminution du marquage 

Nestine chez les souris Sod1G86R comparées aux WT : 1) un maintien de la population de CSN 

(qui expriment GFAP et Nestine) et une diminution spécifique de la population de PN (qui 

expriment Nestine mais pas GFAP), ou 2) un maintien des populations de CSN et PN, 

accompagné d’une diminution de leurs niveaux protéiques de Nestine (baisse transcriptionnelle 

et/ou traductionnelle). 

 

2. L’expression du marqueur de CSN et PN, Sox2, est maintenue chez les souris 

Sod1G86R 

Pour déterminer si, et comment, la population de PN est affectée par la pathologie chez 

les Sod1G86R, c’est à dire pour déterminer si le nombre de PN est diminué ou au contraire si le 

nombre de PN est maintenu mais que l’expression de la Nestine par les PN est diminuée, j’ai 

réalisé un troisième marquage, à l’aide d’un anticorps dirigé contre le facteur de transcription 

Sox2 (Sex determining region Y-box 2). Dans le cerveau de souris adulte, Sox2 est exprimé à 

la fois par les CSN et les PN de la ZSV (Figure 5A), ainsi que par les astrocytes (Brazel et al., 

2005). En outre, il est nécessaire au  maintien des propriétés d’auto-renouvellement des CSN 

(Brazel et al., 2005). L’immunoréactivité de Sox2 révèle un marquage fort le long de la ZSV, 

typique des CSN et PN, et un marquage plus diffus au sein du striatum, typique des astrocytes, 

chez les souris WT et Sod1G86R, aussi bien à 90 jours qu’à 105 jours (Figure 5B-E). L’analyse à 

plus fort grossissement du marquage Sox2, le long de la ZSV, ne révèle pas de différence entre 

les deux génotypes comparés, WT et Sod1G86R, aux quatre âges étudiés (30 et 60 jours non 
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Figure 6 : La quantification de l’expression des gènes exprimés par les divers sous-types cellu-
laires de la zone sous-ventriculaire (ZSV) suggère que la niche neurogénique n’est que faiblement 
affactée chez les souris Sod1G86R à 90 jours.
A) Schéma de la technique utilisée pour extraire les ARN de la ZSV de souris sauvages et transgéniques 

à 90 jours (n=5 WT et n=5 Sod1G86R). B) L’expression de Sod1 a été utilisé pour vérifier le génotype des 

animaux et l’éfficacité de la qPCR. C) Schéma des différents sous-types cellulaires du système 

ZSV-FMR-BO. D-H) Résultats de qPCR réalisées avec les amorces spécifiques des transcrits exprimés 

par les différents sous-types cellulaires du système ZSV-FMR-BO. Notez une baisse significative de 

l’expression de la Tenascine C, *p<0,05. CSN: cellules souches neurales; PN: progéniteurs neuronaux; 

NB: neuroblastes; WT : sauvage. Les noms des gènes sont définis dans la liste des abréviations, ainsi 

que dans la légende de la Figure 3.
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montrés), notamment aux âges symptomatiques de 90 et 105 jours (Figure 5B’,C’ et D’,E’, 

respectivement).  

Dans son ensemble, cette première analyse suggère que les populations de CSN et PN 

sont maintenues, au sein de la ZSV des souris Sod1G86R, et ce, même à des âges 

symptomatiques. La perte du marquage Nestine, dans un contexte où les autres marqueurs de 

CSN et PN sont maintenus, suggère une diminution de l’expression de la Nestine, qui pourrait 

résulter de modifications transcriptionnelles et/ou traductionnelles. 

 

3. L’expression du marqueur de NB et neurones en migration, DCX, est maintenue 

chez les souris Sod1G86R 

Après les CSN et PN, le troisième type cellulaire impliqué dans la neurogénèse des 

neurones du bulbe olfactif (BO) est celui des neuroblastes (NB) (Figures 5A), qui ont la 

particularité de migrer, depuis la ZSV vers le BO le long du flux migratoire rostral (FMR).  

Cette migration  des NB nécessite l’expression de DCX (doublecortine) une protéine associée 

aux microtubules (Couillard-Despres et al., 2005), et utilisée ici comme marqueur de la 

population de NB le long du FMR (Figure 5A), par immunofluorescence. Pour pouvoir 

observer les NB positifs pour la DCX le long de l’intégralité du FMR, j’ai sectionné selon le 

plan sagittal les cerveaux de souris sauvages et transgéniques (n=3 WT et n= 4 Sod1G86R), à 

l’âge de 90 jours, un âge de début de symptômes et le premier âge auquel la baisse de Nestine 

est observée. La comparaison des images de cerveaux de souris WT et Sod1G86R, aussi bien à 

faible grossissement (Figure 5F,G) qu’à plus fort grossissement au niveau de la ZSV  (Figure 

5F’,G’) et du coude formé par le FMR avant son entrée dans le BO (Figure 5F’’,G’’), n’a 

révélé aucune différence entre les deux génotypes. Ce résultat suggère qu’à 90 jours la 

migration des NB de la ZSV vers le BO est un processus qui n’est pas affecté par la 

progression de la maladie chez les souris Sod1G86R, comparées aux WT. 

 

II. A 90 jours, les modifications de la niche neurogénique que constitue la ZSV sont 

très discrètes. 

De manière globale, le système ZSV-FMR-BO ne semble pas affecté chez les souris  

Sod1G86R. Pour déterminer si des altérations plus discrètes pouvaient avoir lieu, j’ai réalisé une 

microdissection de la ZSV afin de procéder à une analyse quantitative de l’expression de gènes 

exprimés par les différentes populations cellulaires de la ZSV, à l’âge de 90 jours, qui 

correspond chez ces animaux au début de la phase symptomatique (n=5 WT et n=5 Sod1G86R; 

Figure 6A). Dans un premier temps, afin de tester la qualité de mon approche par PCR 
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quantitative (qPCR) et de vérifier le génotype des animaux, j’ai réalisé une qPCR avec des 

amorces oligonucléotidiques spécifiques du gène murin de la superoxyde dismutase 1 (Sod1), 

et vérifié la surexpression attendue (Figure 6B). J’ai ensuite déterminé l’expression de gènes 

spécifiques des différents sous-types cellulaires de la ZSV (Figure 6C). 

L’expression des marqueurs des CSN/PN, tels les gènes Gfap, Vimentine, et Nestine, 

qui codent pour différents types de filaments intermédiaires, de Glast (Glutamate Aspartate 

Tranporter), ou encore de Sox2, n’est pas modifiée chez les souris Sod1G86R en comparaison à 

leurs contrôles sauvages (Figure 6D,E). De manière intéressante, le maintien des niveaux 

d’expression de Nestine suggère que la baisse observée au niveau protéique (Figure 4) aurait 

une  origine traductionnelle ou post-traductionnelle, et non transcriptionnelle. 

Contrairement aux autres marqueurs de CSN/PN, l’expression de la Tenascine C, qui 

code pour une glycoprotéine de la matrice extracellulaire, sécrétée par les CSN et les PN 

(Garcion et al., 2004) est significativement diminuée chez les souris Sod1G86R (777,45 ± 188,21 

pour les Sod1G86R contre 1 302,10 ± 93,96 pour les WT). Ce résultat suggère une altération de 

l’intégrité de la matrice extra-cellulaire de la ZSV chez les souris Sod1G86R, comparées à leurs 

contrôles sauvages. 

Enfin, les marqueurs de PN, tels Egfr (Epidermal Growth Factor Receptor), Olig2 

(Oligodendrocyte transcription factor 2) et Ascl1 (Achaete-scute homolog 1) (Doetsch et al., 

2002; Parras et al., 2004; Marshall, 2005; Roybon et al., 2009), les marqueurs de NB, tels Dlx2 

(Distal less homeobox-2), NCAM1 (Neural Cell Adhesion Molecule 1) et Dcx (Seki and Arai, 

1993; Doetsch et al., 2002), ainsi que les marqueurs de cellules épendymales Cd24 et S100ß 

(Mirzadeh et al., 2008) apparaissent inchangés (Figure 6F,G,H). 

Dans son ensemble, cette analyse moléculaire comparative de la ZSV des souris 

Sod1G86R et de leurs contrôles sauvages, à 90 jours, confirme l’absence de changements 

drastiques des populations de CSN, PN et NB à cet âge, et révèle une modification de 

l’expression d’un gène encodant une protéine de la matrice extracellulaire et sécrétée par les 

CSN et PN, Tenascine C. 

 

III. Les capacités prolifératives des CSN et PN de la ZSV sont préservées chez les 

souris Sod1
G86R  

Le maintient des populations de CSN, PN et NB au niveau de la ZSV et du FMR 

observé chez les souris Sod1G86R suggère un maintien de leurs capacités prolifératives. En effet, 

une baisse des capacités prolifératives des CSN aurait un impact sur la population de PN, et 

une baisse des capacités prolifératives des PN aurait un impact sur la population de NB. Pour 
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Figure 7 : La prolifération cellulaire au niveau de la zone sous-ventriculaire n’est pas affectée chez les souris Sod1G86R.

A) Représentation schématique de l’approche expérimentale utilisée pour déterminer la prolifération cellulaire : une injection unique 

de BrdU (50mg/Kg) a été administrée 2 heures avant le sacrifice des animaux et le prélèvement des cerveaux, à 30 jours (n=4 WT; 

n=4 Sod1G86R), 60 jours (n=4 WT; n=4 Sod1G86R), 90 jours (n=4 WT; n=4 Sod1G86R) et 105 jours (n=4 WT; n=4 Sod1G86R). B,F,J) 
Représentation schématique des coupes coronales au niveau desquelles la quantification des cellules positives pour le BrdU a été 

réalisée. C,D,G,H,K,L) Images représentatives de coupes coronales contenant les zones sous-ventriculaires (ZSV), issues d’ani-

maux âgés de 90 jours, et sur lesquelles le BrdU a été révélé par immunofluorescence. En fonction des coupes, le plexus choroïde 

peut apparaître très autofluorescent. E,I,M) Quantification du nombre de cellules positives pour le BrdU présentes dans la ZSV, en 

fonction de l’âge et du génotype, au niveaux rostral (E), intermédiaire (I) et caudal (M). L’âge et la localisation rostro-caudale ont 

un effet sur la prolifération cellulaire. Le génotype en revanche n’en a pas. BrdU: 5-bromo 2’-déoxyuridine; Ctx: cortex; Sep: 

septum; Str: striatum; CC: corps calleux; CA: commissure antérieure; VL: ventricule latéral; WT: sauvage. Echelle: 125µm.
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vérifier que la prolifération des CSN et PN n’est pas affectée chez les souris Sod1G86R, et 

confirmer le maintien des populations de CSN, PN et NB précédemment observé chez ces 

animaux, j’ai réalisé une quantification de la prolifération cellulaire. Pour ce faire, j’ai injecté 

une dose unique de BrdU (50mg/Kg) 2h avant le sacrifice des animaux à 30, 60, 90 et 105 

jours (n=4 WT et n=4 Sod1G86R à chaque âge) (Figure 7A). Ce protocole permet de marquer 

spécifiquement les cellules étant entrées en phase S, entre le moment de l’injection du BrdU et 

celui du prélèvement des tissus qui se trouvent dans les régions prolifératives (Doetsch et al., 

1999; Liu and Martin, 2006). Le BrdU a été révélé par immunofluorescence à trois niveaux de 

la ZSV : rostral, intermédiaire et caudal (Figure 7B,F,J). Le même protocole 

d’immunofluorescence, réalisé sur des tissus provenant d’animaux non-injectés au BrdU n’a 

révélé aucun signal, comme attendu (contrôle négatif, résultat non montré). 

Deux heures après injection la ZSV des souris sauvages et les transgéniques démontrent 

une capacité robuste d’absorption du BrdU le long des axes dorso-ventral et rostro-caudal 

(Figure 7C,D,G,H,K,L), en accord avec les travaux précédemment publiés (Luskin, 1993). J’ai 

quantifié le nombre de cellules positives pour le BrdU à chaque âge, pour chaque niveau 

rostro-caudal étudié, et pour les deux génotypes, WT et Sod1G86R d’intérêt (Figure 7E,I,M). 

Pour chaque génotype, l’analyse de variance à deux facteurs a permis de mettre en évidence un 

effet rostro-caudal significatif (p<0,001 ; Figure 7E,I,M), avec en moyenne 40% de cellules en 

moins au niveau caudal comparé au niveau rostral, ainsi qu’un effet de l’âge (p<0,001 ; Figure 

7E,I,M), avec en moyenne 40% de cellules en moins à 90 jours par rapport à 30 jours, comme 

précédemment rapportés (He and Crews, 2007; Azim et al., 2012). Ces effets, déjà bien décrits, 

de la localisation anatomique et de l’âge sur la prolifération des cellules de la ZSV adulte 

valident la qualité de l’approche de quantification choisie. En revanche, les analyses de 

variance à deux facteurs réalisées à chacun des niveaux rostro-caudal ne mettent en évidence 

aucune différence significative entre les souris WT et Sod1G86R (Figure 7E,I,M), démontrant 

que les capacités prolifératives des cellules de la ZSV ne sont pas affectées par la mutation, 

et/ou la progression de la maladie chez les souris Sod1G86R. 

 

IV. Les capacités neurogéniques du système ZSV-FMR-BO sont préservées chez les 

souris Sod1
G86R  

Pour étudier les capacités neurogéniques du système ZSV-FMR-BO, j’ai réalisé un 

marquage et une quantification, au niveau des BO, des cellules générées au cours des deux 

semaines précédant le sacrifice des animaux à 30 jours (n=2 WT et n=4 Sod1G86R), 60 jours 

(n=4 WT et n=4 Sod1G86R), 90 jours (n=5 WT et n=4 Sod1G86R) et 105 jours (n=4 WT et n=5 
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Figure 8 : La neurogénèse au niveau des bulbes olfactifs (BO) n’est pas affectée chez les souris Sod1G86R.

A) Schéma de l’approche expérimentale utilisée pour estimer la neurogénèse des BO: une injection quoti-

dienne de BrdU (180mg/Kg) 15 jours avant le sacrifice des animaux et le prélèvement des cerveaux à 30 jours 

(n=2 WT; n=4 Sod1G86R), 60 jours (n=4 WT; n=4 Sod1G86R), 90 jours (n=5 WT; n=4 Sod1G86R) et 105 jours (n=4 

WT; n=5 Sod1G86R). B-G) Images représentatives de coupes coronales de BO, issues d’animaux âgés de 90 

jours, et sur lesquelles le BrdU (vert) et le marqueur neuronal NeuN (rouge) ont été révélés par immunofluores-

cence. H) Quantification des cellules positives pour le BrdU dans les BO de souris, en fonction de l’âge et du 

génotype. Notez l’effet de l’âge, et l’absence d’effet du génotype. I-P) Images de microscopie confocale (z-sta-

ck I-K et M-O et projections L et P) représentatives de coupes coronales de BO, issues d’animaux âgés de 90 

jours. Les flèches indiquent les cellules positives pour les deux marqueurs. Q) Quantification des cellules 

positives pour neuronal nuclei (NeuN), parmi les cellules positives pour le BrdU, réalisée à l’âge de 90 jours. 

90% des cellules positives pour le BrdU expriment le marqueur neuronal NeuN, indépendamment du géno-

type. BrdU: 5-bromo 2’-déoxyuridine; WT: sauvage. Echelle : 125µm pour B-G et 10µm pour I-P. 
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Sod1G86R). Pour ce faire, une dose quotidienne de BrdU (180mg/Kg) a été administrée aux 

animaux avant le prélèvement des cerveaux (Figure 8A). La quantification des cellules 

positives pour le BrdU a été réalisée dans toutes les couches du BO (Figure 8B,E) : la couche 

glomérulaire, la couche plexiforme externe, la couche de cellules mitrales, la couche 

plexiforme interne et la couche des cellules granulaires (Lledo et al., 2008). Pour standardiser 

les résultats de comptage, le nombre de cellules positives pour le BrdU a été rapporté à l’aire 

de chaque couche, et les résultats ont été pondérés pour donner une moyenne de cellules par 

mm2 dans l’ensemble du BO (Figure 8H). 

L’analyse de variance à deux facteurs des cellules positives pour le BrdU et présentes 

dans le BO des souris montre un effet significatif de l’âge (p<0,001), mais pas du génotype. 

Ces résultats suggèrent que la génération de cellules, par le système ZSV-FMR-BO, n’est pas 

spécifiquement affectée chez les souris Sod1G86R en comparaison à leurs contrôles sauvages. 

Parce que le marquage au BrdU ne permet pas, à lui seul, de discriminer entre neurones 

et glies, j’ai combiné le marquage BrdU à un marquage NeuN (Neuronal Nuclei), exprimé par 

les neurones post-mitotiques (Mullen et al., 1992). Pour déterminer la proportion de neurones 

parmi les cellules positives pour le BrdU, j’ai quantifié, à l’âge de 90 jours, le nombre de 

cellules NeuN+/BrdU+. Des exemples de cellules doublement positives sont donnés par les 

images de microscopie confocale (Figure 8I-P). Les résultats de quantification de co-marquage 

montrent qu’à 90 jours, 90% ces cellules positives pour le BrdU sont également positives pour 

NeuN, et qu’il n’y a pas de différence entre les souris transgéniques et sauvages. Dans leur 

ensemble, ces résultats suggèrent que la neurogénèse des neurones du BO n’est pas affectée 

chez les souris Sod1G86R par rapport à leurs contrôles sauvages. 

  



Tableau 3 : Analyse comparative des résultats 
obtenus sur des modèles murins  Sod1G86R et 
hSod1G93A (Liu and Marin, 2006). 

 Augmentation

 Diminution

 Niveaux inchangés

BrdU: 5-bromo 2’-déoxyuridine; CSN: 

cellules souches neurales; NB: neuroblastes; 

n.t.: non traité; PN: progéniteurs neuronaux. Les 

noms des gènes sont définis dans la liste des 

abréviations, ainsi que dans la légende de la 

Figure 3.

Sod1G86R

NMCS

MNS

pCAG-Fezf2-IRES-GFP

Figure 9 : Schéma de la stratégie thérapeutique envisagée pour régénérer les neurones moteurs cortico-spinaux (NMCS) chez 
les souris Sod1G86R.
Dans un premier temps, la capacité du facteur de transcription Fezf2 (Fez familly zinc finger 2) à induire la génération de NMCS à partir 

des cellules souches neurales/progéniteurs neuronaux (CSN/PN) de la zone sous-ventriculaire (ZSV) sera testée : un plasmide encodant 

le gène Fezf2 et le gène rapporteur GFP (Green fluorescent protein) sera injecté de manière stéréotaxique au sein de la ZSV, puis électro-

poré dans les CSN. Dans un deuxième temps, l’effet des MNCS issus des CSN sera testé sur les symptômes de la sclérose latérale 

amyotrophique (SLA) chez les souris Sod1G86R.

ZSV

Marqueur Type cellulaire Sod1G86R hSod1G93A

GFAP CSN

Gfap CSN n.t.

Glast CSN n.t.

Vimentine CSN n.t.

Vimentine CSN n.t.

Nestine CSN et PN

Nestine CSN et PN n.t.

Tenascine C CSN et PN n.t.

Sox2 CSN et PN n.t.

Sox2 CSN et PN n.t.

Egfr PN n.t.

Olig2 PN n.t.

Ascl1 PN n.t.

Dlx2 PN et NB n.t.

Dlx2 PN et NB n.t.

PSA-NCAM NB n.t.

Ncam1 NB n.t.

DCX NB n.t.

Dcx NB n.t.

Prolifération (BrdU 2 heures)

Neurogenèse (BrdU 15 jours)

+

-
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DISCUSSION 

Les travaux que j’ai menés au cours de mon stage de Master ont eu pour but de 

caractériser l’état de la zone sous-ventriculaire (ZSV) dans un modèle murin de sclérose 

latérale amyotrophique (SLA), les souris Sod1G86R. Plus spécifiquement, j’ai cherché à 

déterminer si les populations de cellules souches neurales (CSN) et de progéniteurs neuronaux 

(PN), qui constituent cette niche neurogénique, étaient maintenues en dépit de l’environnement 

neurodégénératif caractéristique de la SLA, et si leurs qualités prolifératives et neurogéniques 

étaient préservées. Cette question est fondamentale en ce qu’elle permet de déterminer si la 

ZSV pourrait constituer, au sein du cerveau de souris adultes, et en conditions 

neurodégénératives, une source de cellules potentiellement programmables afin d’induire la 

génération, de novo et in situ, de populations neuronales d’intérêt thérapeutique. Dans le cas de 

la SLA, il s’agirait d’utiliser les CSN/PN de la ZSV pour permettre la régénération des 

neurones moteurs cortico-spinaux (NMCS), une population de neurones excitateurs 

glutamatergiques, situés dans la couche V du cortex moteur, et assurant la transmission de 

l’influx nerveux du cortex à la moelle épinière. Mes travaux, bien que préliminaires, 

permettent d’ores et déjà de conclure que la ZSV n’est pas dramatiquement affectée par le 

déclenchement et la progression de la maladie chez les souris Sod1G86R, et que le maintien des 

populations de CSN et PN de la ZSV permet d’envisager dès à présent une toute première 

régénération des NMCS en conditions de SLA. 

Les populations de CSN et PN de la ZSV sont conservées chez les souris Sod1
G86R 

Au sein du système nerveux central, rares sont les marqueurs qui permettent d’identifier 

à eux seuls, une population cellulaire unique, c’est pourquoi l’emploi de combinaisons de 

marqueurs est nécessaire pour déterminer l’état d’une population cellulaire donnée. Pour 

analyser l’état des CSN et PN de la ZSV les souris Sod1G86R, au cours de la maladie, j’ai 

analysé l’expression de combinaisons de marqueurs par des approches i) qualitatives 

d’immunofluorescence à des stades présymptomatiques (30 et 60 jours) et symptomatiques (90 

et 105 jours) et ii) quantitatives de qPCR, à l’âge de 90 jours. 

L’expression des marqueurs de populations de CSN et PN tels la protéine GFAP et des 

gènes Gfap, Glast et Vimentine (Doetsch et al., 1997) n’est pas affectée (Figures 4,6 et Tableau 

3) chez les souris Sod1G86R comparées à leurs contrôles sauvages. De même, l’expression de la 

protéine Sox2 et des gènes Sox2, Egfr, Olig2 et Ascl1, qui marquent au sein de la ZSV la 

population de PN (Doetsch et al., 2002; Parras et al., 2004; Brazel et al., 2005; Marshall, 2005; 

Roybon et al., 2009), demeure inchangée (Figures 5,6 et Tableau 3). Ces données, dans leur 
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ensemble, suggèrent que les populations de CSN et de PN sont maintenues chez les souris 

Sod1G86R, et ce, même à des stades symptomatiques de la maladie. 

De manière intéressante, les niveaux protéiques de Nestine, un filament intermédiaire 

de type IV exprimé par les CSN et PN de la ZSV, baissent à 90 et 105 jours (Figure 4 et 

Tableau 3), alors que les niveaux d’expression de son gène sont maintenus à 90 jours (Figure 

6E et Tableau 3). Ces résultats suggèrent que la baisse observée de protéine Nestine, au sein de 

la ZSV, ne relève pas d’une altération transcriptionnelle, mais plus probablement d’altérations 

de la traduction de son ARN messager, ou encore d’une dégradation post-traductionnelle de la 

protéine. La génération de souris knockout pour le gène de la Nestine a permis de mettre en 

évidence son rôle dans la survie et le renouvellement des CSN/PN (Park et al., 2010). 

Cependant, les conséquences d’une perte tardive de la Nestine au sein de la ZSV, par le biais 

par exemple d’une lignée knockout conditionnelle, n’ont à ma connaissance pas été établies. Il 

est donc, en l’état actuel des recherches, difficile de statuer sur la signification d’une baisse 

spécifique des niveaux de protéine Nestine, au sein de populations de CSN/PN par ailleurs 

conservées. 

J’ai également observé une diminution significative de l’expression de la Tenascine C 

(Figure 6E et Tableau 3), un gène qui encode une glycoprotéine de la matrice extracellulaire, 

sécrétée par les CSN et les PN. Bien que la Tenascine C ait été initialement décrite comme 

impliquée dans le maintien de la niche neurogénique (Garcion et al., 2004), de récents travaux 

démontrent que les souris knockout pour la Tenascine C présentent un nombre similaire de 

CSN/PN à celui des contrôles sauvages, et que la capacité des CSN/PN à régénérer leur 

population après traitement à l’inhibiteur de synthèse de l’ADN, cytosine-beta-D-

arabinofluranoside, est conservée malgré l’absence d’expression de la Tenascine C (Kazanis et 

al., 2007). 

Dans leur ensemble, ces résultats suggèrent que, chez les souris Sod1G86R, les CSN/PN 

de la ZSV sont sujets à de discrètes variations d’expression de gènes ou protéines, mais que ces 

variations n’ont pas de conséquence directe à l’échelle des populations. 

Les CSN et PN sont fonctionnels et la neurogénèse est préservée chez les souris Sod1
G86R 

Pour confirmer ces premiers résultats faisant état d’un maintien des populations de CSN 

et PN de la ZSV chez les souris Sod1G86R, et pour déterminer si ces populations cellulaires 

demeuraient fonctionnelles à des niveaux similaires à ceux du cerveau de souris sauvage, j’ai 

utilisé trois approches complémentaires. D’une part, j’ai comparé les capacités prolifératives 

des cellules de la ZSV de souris Sod1G86R à celles de leurs contrôles sauvages à quatre stades, 

asymptomatiques et symptomatiques de la maladie. D’autre part, j’ai évalué l’état de la 
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population cellulaire en avale des PN, les neuroblastes (NB), et leurs propriétés migratoires le 

long du flux migratoire rostral (FMR), à l’âge de 90 jours. Finalement, j’ai comparé le nombre 

de neurones post-mitotiques présents dans le bulbe olfactif (BO), à différents stades de la 

maladie, chez les souris sauvages et transgéniques. 

L’injection de BrdU deux heures avant le sacrifice des animaux, et le comptage 

successif des cellules positives pour le BrdU au sein de la ZSV, est une méthode classique de 

détermination des capacités prolifératives des CSN et PN (Doetsch et al., 1999; Liu and 

Martin, 2006). Mes résultats mettent en évidence une diminution des capacités prolifératives 

des CSN et PN de la ZSV en fonction de l’âge, et en fonction de leur localisation le long de 

l’axe rostro-caudal (Figure 7), comme précédemment décrit (Luskin, 1993), et ce, aussi bien 

chez les souris sauvages que chez les souris Sod1G86R. En revanche, je n’ai mesuré aucune 

différence entre les animaux transgéniques et sauvages (Figure 7 et Tableau 3), suggérant que 

les capacités prolifératives des CSN/PN de la ZSV ne sont pas altérées par le déclenchement, la 

progression de la maladie, ou la surexpression ubiquitaire d’un mutant inactif du gène Sod1. 

Afin d’évaluer l’état de la population de NB, issus des PN, j’ai comparé les niveaux 

d’expression, au sein de la ZSV, de gènes sélectifs des NB, tels Dlx2, Ncam1 ou Dcx, chez les 

souris sauvages et transgéniques. En accord avec les résultats précédents suggérant un maintien 

des populations de CSN et de PN, et un maintien de leurs capacités prolifératives, j’ai constaté 

un maintien de la population de NB (Figure 6 et Tableau 3). Par ailleurs, l’immunodétection de 

la doublecortine (DCX), le long du FMR des souris transgéniques et sauvages ne fait apparaître 

aucune différence (Figure 5 et Tableau 3), et suggère que les NB conservent leurs capacités 

migratoires. 

Enfin, j’ai estimé le nombre de neurones générés sur une plage de temps donnée et 

présents dans le BO, pour estimer les capacités neurogéniques du système ZSV-FMR-BO des 

souris Sod1G86R à des stades présymptomatiques et symptomatiques. J’ai pu constaté, aussi bien 

chez les souris transgéniques que chez les souris sauvages, une diminution de la neurogénèse 

des BO au cours du temps, mais aucune différence significative entre les souris Sod1G86R et 

leurs contrôles sauvages (Figure 8). 

Dans leur ensemble, ces résultats démontrent que les populations de CSN, PN, NB et 

neurones du BO, ainsi que les capacités prolifératives des CSN et PN, et migratoires des NB, 

sont globalement insensibles à la surexpression du transgène Sod1G86R, à la 

neurodégénérescence qui a court dans le cortex cérébral avoisinant, et plus généralement au 

déclenchement et à la progression de la maladie dans le modèle murin Sod1G86R  de SLA. 
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Une différence marquée entre les modèles murins Sod1
G86R et hSod1

G93A 

 La découverte d’un premier gène associé aux formes familiales de SLA  a permis 

l’émergence de nombreux modèles murins (Turner and Talbot, 2008). Parmi eux, la lignée de 

souris surexprimant le gène humain muté en position G93A (hSod1G93A), est de loin la plus 

représentée dans la littérature scientifique. Cependant, ce modèle présente deux faiblesses : i) 

le choix d’un gène humain, plutôt que murin, ii) et le maintien de l’activité enzymatique de la 

SOD1 mutée. En effet, les souris surexprimant le gène humain sauvage, hSod1, présentent une 

neurotoxicité qui ne peut être attribuée à une mutation retrouvée chez les patients SLA (Turner 

and Talbot, 2008). C’est pour cette raison que l’unité INSERM 1118, au sein de laquelle j’ai 

effectué mon stage de Master, a fait le choix de travailler avec la lignée de souris Sod1G86R qui 

surexprime une forme mutée et inactive du gène murin, équivalente à la mutation G85R 

identifiée chez certains patients SLA (Ripps et al., 1995). 

 De manière intéressante, une étude de l’état de la ZSV menée il y a quelques années sur 

le modèle hSod1G93A a conclu en une altération des populations de la ZSV, ainsi qu’une 

diminution de la neurogénèse du BO (Liu and Martin, 2006). En effet, les auteurs ont observé, 

par immunohistochimie, une diminution des marqueurs de CSN/PN, GFAP, Vimentine et 

Nestine, une diminution de leurs capacités prolifératives, et une baisse très marquée de la 

neurogénèse du BO, allant jusqu’à 75% de neurones générés en moins aux stades avancés de la 

maladie (Liu and Martin, 2006) (Tableau 3). Si ce phénotype, très marqué, est en totale 

opposition avec mes résultats, il est cependant difficile de l’attribuer entièrement à la mutation 

G93A. En effet, Liu et Martin ont également étudié, en qualité de contrôle, la lignée hWTSod1, 

qui surexprime le gène humain sauvage de la SOD1. A l’instar des souris hSod1G93A, les souris 

hWTSod1 présentent une diminution des marqueurs de CSN/PN GFAP, Vimentine et Nestine, 

comparé aux souris sauvages, même si l’effet est moindre et moins consistant que chez  les 

hSod1G93A (Liu and Martin, 2006). Mais de manière plus frappante, la baisse drastique de la 

neurogénèse dans le BO observée chez les souris hSod1G93A est retrouvée, à des niveaux 

similaires (une diminution de 80%) chez les souris hWTSod1 (Liu and Martin, 2006). Ces 

résultats suggèrent que le phénotype observé chez les souris hSod1G93A est en grande partie 

attribuable à la surexpression d’une forme humaine et active du gène Sod1, plutôt qu’à une 

mutation mise en évidence chez certains patients SLA, qui, pour sa part, n’induit pas 

d’augmentation de l’activité SOD1. 

Une pertinence qui reste à déterminer 

 A l’heure actuelle, il est encore difficile de tester la pertinence de nos résultats, et ceux 

obtenus avec la lignée hSod1G93A, car l’étude des niches neurogéniques et de la neurogénèse 
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adulte chez les patients SLA reste à effectuer. Il existe cependant une étude unique, réalisée sur 

une seule patiente, atteinte de SLA et dégénérescence fronto-temporale (DFT), n’ayant reçu 

aucun traitement, et dont l’évolution de la maladie a été extrêmement rapide (un an) (Galan et 

al., 2011). Les résultats montrent une augmentation, dans la ZSV, du nombre de cellules en 

division, corrélée à une augmentation des marqueurs de CSN et PN. Il n’a pas été établi si, sur 

le plan fonctionnel, cet effet était corrélé à une augmentation de la neurogénèse (Galan et al., 

2011). D’autres études, menées sur un plus grand nombre de patients, atteints de SLA 

uniquement, et dont l’évolution de la maladie aura été plus en adéquation avec les chiffres 

classiques (3 à 5 ans), seront nécessaires pour permettre de dégager une conclusion générale 

sur l’état des niches neurogéniques et de la neurogénèse adulte chez les patients atteints de 

SLA. 

Perspectives 

Les résultats de mon étude permettent de conclure que les populations de CSN et PN de 

la ZSV sont maintenues chez les souris Sod1G86R, et que leurs propriétés prolifératives et 

neurogéniques sont préservées, et ce, même à des stades avancés de la maladie. La présence de 

CSN et PN fonctionnels, au cœur d’un cerveau souffrant par ailleurs d’une dégénérescence 

sélective des NMCS, permet d’envisager la mobilisation de cette niche neurogénique à des fins 

régénératives. En effet, il est possible de générer, in vivo, dans le cerveau d’embryons de 

souris, une population ectopique de NMCS, à partir des cellules souches neurales 

embryonnaires de l’éminence ganglionnaire latérale (EGL) (Rouaux and Arlotta, 2010), qui 

donnent normalement naissance aux neurones moyens épineux du striatum. Cette 

programmation des CSN embryonnaires de l’EGL résulte de la simple surexpression d’un 

facteur de transcription « maître », Fezf2 (Fez family zinc finger 2), dont l’expression est par 

ailleurs nécessaire à la spécification des NMCS au cours de la corticogénèse (Molyneaux et al., 

2005). En outre, la surexpression de Fezf2 suffit également à reprogrammer, in vivo, des 

neurones post-mitotiques (les neurones calleux des couches supérieures du cortex cérébral) en 

NMCS (Rouaux and Arlotta, 2013). Ces résultats, combinés à mes travaux de Master, 

suggèrent qu’il serait possible d’induire, par surexpression de Fezf2, la génération de NMCS à 

partir de CSN adultes de la ZSV. C’est cette première stratégie de régénération d’une 

population neuronale d’intérêt thérapeutique que je me propose à présent de tester dans le 

modèle murin de SLA que sont les souris Sod1G86R (Figure 9). 
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Détermination du rôle des neurones corticospinaux dans le 
déclenchement et la progression de la sclérose latérale 

amyotrophique chez les souris Sod1G86R
 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie se caractérisant par la dégénérescence 

progressive et conjointe des neurones corticospinaux (NCS) et des motoneurones (MN) bulbaires et 

spinaux. Des études chez les patients suggèrent une origine corticale et une propagation corticofuge 

de la pathologie. Cependant, cette hypothèse n’a jamais été démontrée chez les patients SLA ni 

testée dans les modèles murins. Ces travaux ont permis de tester le rôle des neurones à projections 

subcérébrales (NPSC) dans le déclenchement et la progression de la SLA chez les souris Sod1G86R. 

Nous avons alors généré un nouveau modèle murin développant la SLA en absence de NPSC. Les 

résultats montrent que l’absence de NPSC retarde le déclenchement de la pathologie, prolonge la 

survie des animaux, tout en réduisant le déclin de leurs capacités motrices. Ces données suggèrent 

que l’absence de NPSC est bénéfique et que, dans un contexte de SLA, les NPSC seraient donc 

toxiques et auraient un rôle prépondérant dans le déclenchement et l’établissement de la SLA. Ces 

travaux montrent l’importance d’inclure l’étude des NCS pour le développement de futures stratégies 

thérapeutiques. 

Mots clés : Sclérose latérale amyotrophique ; Neurones corticospinaux ; Cortex cérébral ; 
Sod1G86R ; Fezf2 ; Hypothèse corticofuge. 

 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a disease characterized by progressive and combined 

degeneration of corticospinal neurons (CSN) and bulbar and spinal motoneurons (MN). Studies in 

patients suggest a cortical origin and a corticofugal spread of the pathology. However, this 

hypothesis has never been demonstrated in ALS patients nor tested in mouse models. The work of 

this thesis allowed to test the role of subcerebral projection neurons (SCPN) in the onset and 

progression of ALS in Sod1G86R mice. To do so, we generated a new mouse model developing ALS 

in the absence of SCPN. Results show that the absence of SCPN delays the onset of the pathology, 

prolongs the survival of the animals, while reducing the decline of their motor abilities. These data 

suggest that the absence of SCPN is beneficial and that, in an ALS context, SCPN would be toxic 

and have a preponderant role in the onset and establishment of the pathology. This work shows the 

importance of including the CSN study for the development of future therapeutic strategies. 

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis; corticospinal neurons; cerebral cortex; Sod1G86R; Fezf2; 
Corticofugal hypothesis. 
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