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Modulations du métabolisme et de l’autophagie induites par l’exercice 

physique dans un modèle souris de sclérose latérale amyotrophique (SLA) 

 

De plus en plus d’études suggèrent un rôle important du métabolisme énergétique dans la 

pathogenèse de la sclérose latérale amyotrophique (SLA). Ainsi, une intolérance au glucose, une 

résistance à l’insuline et un hypermétabolisme lipidique sont très souvent retrouvés chez les 

patients et dans les modèles animaux de SLA. Cependant, les bases cellulaires et moléculaires 

qui sous-tendent ces altérations restent largement méconnues. Une récente étude menée dans un 

modèle souris de SLA, indique qu’un dysfonctionnement de la pyruvate déshydrogénase (PDH) 

induirait, dans les muscles rapides, un déséquilibre des voies cataboliques vers une utilisation 

privilégiée des lipides, et non plus du glucose. Dans ce contexte, nous avons voulu évaluer dans 

quelles mesures un programme ciblé d’exercice physique pourrait réorienter les voies 

métaboliques vers une utilisation privilégiée du glucose dans les souris SOD1(G93A), modèle de 

SLA. Nous avons comparé les effets de deux types d’entraînement, l’un basé sur un exercice de 

course de faible intensité, assimilable à un exercice d’endurance, l’autre basé sur un exercice de 

nage à forte intensité, assimilable à un exercice de force/résistance. Contrairement à la course, 

l’exercice de nage réduit significativement l’intolérance au glucose, augmente le taux sanguin de 

lactate et le stockage lipidique dans les adipocytes. Dans le muscle rapide tibialis, touché très 

précocement par la maladie, nous mettons en évidence une altération de l’expression de GLUT4, 

transporteur musculaire majeur du glucose, et de la glyceraldehyde-3 phopshate deshydrogenase 

(GAPDH), une enzyme clé de la glycolyse. Ces altérations moléculaires sont retrouvées dans des 

biopsies musculaires de patients SLA. L’entraînement à la nage des souris SLA stimule 

l’expression de GLUT4 et de GAPDH, grâce à la réactivation de processus d’autophagie, et 

réactive les enzymes du métabolisme aérobie, telles que la citrate synthase, enzyme du cycle de 

Krebs, et la cytochrome oxydase, appartenant à la chaîne respiratoire mitochondriale. Quoique 

moins efficace, l’entraînement à la course induit des effets similaires à la nage. De manière 

intéressante, l’ensemble de ces adaptations s’effectue indépendamment d’une modulation de 

PDH. Enfin, dans le tibialis des souris SLA, l’entraînement à la nage stimule l’expression des 

transporteurs des lipides, Vldlr et Cd36, ainsi que l’expression d’enzymes lipogéniques telles que 

Fas et Dgat1, cette dernière étant connue dans les muscles, pour coupler la synthèse des lipides 

et de la lipolyse. Ces adaptations sont corrélées à une augmentation significative de la quantité 

des triglycérides musculaires.  

L’ensemble de ces données indique qu’un exercice bien calibré peut améliorer le métabolisme 

énergétique dans un contexte de SLA, et ouvre la voie à une utilisation de l’exercice physique en 

complément d’une potentielle modulation pharmacologique de la PDH chez les patients.  
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La science ne marche pas d’une manière continue, elle a de longues 

oscillations 

28 janvier 1929, Pierre Janet  

 

 

 

 

Tout ce qui aujourd’hui est une réalité faisait auparavant partie d’un rêve 

impossible 

Williiam Blake 
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1.  

1. Définition générale 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie humaine décrite 

pour la première fois en 1850 comme une pathologie exclusivement musculaire. Les 

atteintes nerveuses ne seront découvertes que trois ans plus tard par le médecin 

Jean Cruveilhier au cours d'une autopsie. Cependant, c’est en 1865 que le 

neurologue Jean Martin Charcot décrit précisément les atteintes nerveuses et 

musculaires. De même, il décrira un peu plus tard, en 1888, lors des « leçons du 

mardi à la Pitié Salpetrière » un cas de SLA bulbaire. Dès lors la SLA se divise en 

deux grandes classes, la SLA spinale et la SLA bulbaire. La SLA est caractérisée 

comme une maladie neurodégénérative progressive et fatale. Une faiblesse 

musculaire est rapidement observée et évolue vers une paralysie complète, induisant 

une insuffisance cardiorespiratoire, principale cause de décès. En 1941, en 

hommage à Lou Gehrig, un célèbre joueur de baseball décédé de la SLA, la maladie 

est désormais désignée sour le nom de « Lou Gehrig’s disease » aux USA. 

Cette maladie est peu connue du fait de sa faible prévalence. Cependant, il 

s’agit d’une des pathologies les plus dramatiques de notre siècle, car les capacités 

mnésiques et réactionnelles ne sont pas affectées et le diagnostic, souvent tardif, ne 

laisse que peu de temps au patient.  Ainsi, la désillusion aussi bien du patient que de 

la famille est une réelle « douche froide » représentée l’an passé par le « ALS ICE 

BUCKET CHALLENGE ».  

2. Manifestation clinique de la SLA 

Les premiers symptômes apparaissent entre 55 et 65 ans, avec des atteintes 

de 20 à 80 ans (Hirtz et al., 2007). La durée de vie oscille de 3 à 5 ans (Mulder et al., 

1986). Exception faite des SLA juvéniles qui présentent une apparition des 

symptômes avant 25 ans avec une durée relativement longue (Aggarwal and 

Shashiraj, 2006). Les formes juvéniles de SLA sont le plus souvent autosomales 

récessives, mais pas toujours, des formes dominantes ont été décrites (Ben Hamida 



 

30 

 

et al., 1990, Robin et al., 1999). Cette forme de SLA ne représente qu’une infime 

partie des patients et ne sera donc pas traitée dans la suite de cette thèse.  

1.  Les symptômes 

La SLA se caractérise donc par une affection progressive du système nerveux 

central et périphérique au niveau des motoneurones corticaux (MNC) et des 

motoneurones spinaux (MN). Cette atteinte se traduit par une perte sélective des 

motoneurones. Les signes pathologiques observés sont des asthénies sévères, des 

crampes, une exagération des réflexes ostéo-tendineux (spasticité), une inversion du 

réflexe cutané plantaire (signe de BABINSKI) une hypertonie globale, des 

fasciculations (brèves secousses musculaires involontaires correspondant à 

l'activation isolée d'une unité motrice) et une atrophie progressive sans modification 

des informations sensorielles (Brooks, 1994; Brooks et al., 2000). Ces atteintes sont 

caractéristiques des premiers symptômes des SLA spinales.  

Le syndrome pseudo-bulbaire se caractérise au départ par une atteinte 

bilatérale des voies pyramidales reliant les MNC à ceux du bulbe rachidien. Des 

atteintes bulbaires sont observées avec des difficultés de déglutition, de mastication 

et de phonation (dysarthrie) ainsi qu’une abolition du réflex vélo-palatin sont 

récurrentes et tendent à aggraver les difficultés respiratoires dues aux problèmes 

musculaires. Des troubles du faciès avec des accès spasmodiques de rires et de 

pleurs sans rapport avec l'état affectif caractérisent cette atteinte bulbaire. Pour l’une 

ou l’autre des formes observées, en fin de vie, le patient regroupera l’ensemble des 

symptômes. 

La SLA spinale représente deux tiers des patients atteints de la SLA 

« classique » (Brooks, 1994; Brooks et al., 2000). Elle correspond aux premières 

descriptions faites par Chracot et Joffroy en 1869 avec une atteinte des membres 

inférieurs puis des membres supérieurs. Elle touche préférentiellement les hommes à 

l’inverse de la SLA bulbaire qui touche préférentiellement les femmes (Li et al., 

1990). L’apparition de la SLA bulbaire est légèrement retardée (65 ans environ) mais 

la vitesse d’évolution est plus rapide (espérance de vie inférieure à 3 ans). D’autre 

part les symptômes apparaissent au niveau supérieur avec une première atteinte 

glosso-laryngée.  
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Pour compléter ce tableau clinique, on observe aussi une Sclérose 

Latérale primitive (SLP) représentant moins de 0,5% des cas de SLA. Dans cette 

forme moins sévère, la dégénérescence des motoneurones est exclusivement située 

dans le cortex induisant une faiblesse musculaire pouvant être invalidante. A la 

grande différence de la SLA, la SLP n’est pas considérée comme une maladie 

mortelle.  

Communément, on n’observe pas de troubles cognitifs ni de démences dans 

les cas de SLA sauf dans 5% des cas. Ces cas particuliers sont regroupés comme 

des SLA associées à des démences fronto-temporales, qu’on retrouve sous le terme 

de SLA DFT. Ces deux classes de SLA, SLP et SLA-DFT, ne seront pas 

approfondies par la suite.  

La SLA est une maladie incurable, il est donc nécessaire de poser le bon 

diagnostic et d’éliminer toutes les autres pathologies qui peuvent avoir des 

symptômes similaires.  

Des risques de confusion sont possibles avec :  

 les myosites à inclusion  

 l’amyotrophie bulbaire ou spinale  

 l’amyotrophie spinale progressive 

 les intoxications chroniques au plomb  

 la thyrotoxicose 

 les fasciculations bénignes. 

 Il s’agit d’une liste non exhaustive mettant en exergue la diversité de la SLA 

(Dubowitz, 2009; Grunseich et al., 2014). 
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2. Diversité de la SLA  

1. Etiologie 

On distingue deux classes de SLA, l’une est dite « sporadique », SLAs (qui se 

produit à intervalles irréguliers, qui se répartit de manière aléatoire) représentant la 

quasi-totalité des formes de SLA, et l’autre « familiale », SLAf, (qui est liée à des 

origines génétiques) ne représentant qu’une faible partie des cas de SLA. Les deux 

formes présentent les mêmes aspects cliniques. Cependant, l’âge d’apparition des 

symptômes est un peu plus précoce dans les SLAf, 46 ans à la place de 55 ans en 

moyenne, l’évolution est plus rapide (Camu et al., 1999; Hand and Rouleau, 2002) 

mais la répartition entre les sexes est homogène. Les SLAs sont quant à elles 

d’étiologie inconnue. 

2. SLA sporadique 

Les SLAs représentent environ 90% des patients atteints de SLA. Des 

facteurs de risques ont longtemps été considérés comme des facteurs déclencheurs 

de la maladie mais cela n’a pas pu être clairement établi. En outre, les incidences 

tendent à s’égaliser aux niveaux géographiques et socioprofessionnels, et pourraient 

être dues à l’amélioration du diagnostic, suite à la mise en place de critères 

d’évaluation. Actuellement, l’étiologie de la SLAs reste donc inconnue. Cependant, 

aux travers de ces nombreux cas indépendants de SLAs, des mutations gèniques 

ont été mises en évidence (Abel et al., 2012; DeJesus-Hernandez et al., 2011; 

Sreedharan et al., 2008; Vance et al., 2009), suggérant une prédétermination 

génétique propice au déclenchement de la pathologie dans certains contextes 

environnementaux ou socioprofessionnels.  

Les mutations sporadiques 

Sur les 90% des cas de SLAs, seuls quelques gènes ont été mis en évidence 

touchant plusieurs processus biologiques.  

Environ 7% des cas de SLAs présentent une mutation du gène SOD1 (super 

oxyde dismutase de type 1) qui permet la dismutation des radicaux oxygénés  
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Trois autres gènes ont été mis en évidence dans la SLAs, le gène 

C9ORF72 (phase ouverte de lecture 72 sur le chromosome 9) (Bigio, 2011; 

DeJesus-Hernandez et al., 2011), TARDBP (TAR DNA-binding protein 43)(Kabashi 

et al., 2008; Sreedharan et al., 2008) et FUS (fused in sarcoma). Ils sont, avec le 

gène SOD1, les quatre gènes les plus représentés dans les SLAf (Figure 1) 

(Laferriere and Polymenidou, 2015). 

 

. Ces mutations, présentes dans 70% des SLAf, seront plus approfondies 

dans le paragraphe suivant. 

En plus de ces quatres principaux gènes, cerrtains gènes du métabolisme 

peuvent être mutés, par exemple le gène CYPD6 (Siddons et al., 1996) et le gène 

HFE (Sutedja et al., 2007), intervenant respectivement dans le métabolisme des 

toxines exogènes et le métabolisme du fer.  

Des gènes de protection de l’ADN tels que APEX1 (apurinic/apyrimidic 

endonucléase1), HOGG1 (8-oxoG DNA glycosylase) (Hayward et al., 1999), ainsi 

que la maturation de l’ARNm ADAR2 (adenosine deaminase actind on RNA type2) 

(Hideyama et al., 2010), SMN (survival of motor neuron) (Corcia et al., 2009; Moulard 

et al., 1998; Veldink et al., 2005) ont été identifiés comme gènes cibles dans la SLAs. 

Des mutations de gènes intervenant dans l’angiogenèse, ANG (angiogenin) et 

VEGF (vascular endothelium growth factor) (Lambrechts et al., 2003) ou dans la 

mise en place du cytosquelette NF-H (heavy neurofilament) (Al-Chalabi et al., 1999; 

Figlewicz et al., 1994a), et dans la dynamique des microtubules SPG4 (spatine) 

(Meyer et al., 2005) sont autant de facteurs aggravant le développement de la 

pathologie.  

  

Figure 1 : Schéma représentatif des mutations observées chez les patients SLA (Laferière 2015) 
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3. SLA Familiale 

Les SLA familiales ne représentent que 10% des SLA (Mulder et al., 1986), et 

la plupart des familles atteintes ne présentent que deux ou trois individus atteints, 

reliés entre eux au premier et second degré. Les SLAf se différencient en fonction du 

mode de transmission, dominant ou récessif, autosomal ou lié à l’X, et du gène muté. 

Seul 30% des cas familiaux présentent un grand nombre d’individus atteints 

(Valdmanis and Rouleau, 2008). Les études génétiques ont permis d’identifier de 

nombreux gènes impliqués dans la pathologie, (Gros-Louis et al., 2006; Laferriere 

and Polymenidou, 2015). Quatre gènes représentent les deux tiers des mutations 

actuellement mis en évidence dans la SLAf. Il s’agit de SOD1 (20%), TARDBP (5%), 

FUS (5%), et C9ORF72 (40%). De nombreux autres gènes ont été identifiés et sont 

répertoriés dans le tableau 1. 

Tableau 1: Répertoire des gènes associés aux SLAf en septembre 2015 
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SOD1 ou ALS1  

SOD1, cuivre-zinc super oxyde dismutase1, est le premier gène identifié 

comme facteur de la SLA en 1991 (Siddique et al., 1991a). Il est localisé sur le 

chromosome 21 au niveau du locus q22. Une grande proportion de ces mutations se 

transmettent suivant le mode autosomique dominant, quoique des formes récessives 

aient été observées (Khoris et al., 2000; Siddique et al., 1991b; Vucic and Kiernan, 

2009). Aujourd’hui plus de 150 mutations ont été décrites sur l’ensemble du gène 

(Tortelli et al., 2013), et il semblerait qu’une unique mutation suffise à changer la 

conformation de la protéine et à induire un gain de fonction toxique. Des variations 

cliniques sont observables suivant les mutations (Andersen, 2006). La SOD1, est 

une protéine de 153 acides aminés qui a un rôle antioxydant en permettant la 

dismutation des radicaux libres en dioxygène, peroxyde d’hydrogène et eau. Elle est 

présente dans le cytoplasme ou l’espace intermembranaire des mitochondries. Les 

mutations induisent une mauvaise conformation conférant un gain de fonction 

toxique ; elle est reconnue par le système ubiquitine, mais ne semble pas être 

dégradée (Kerman et al., 2010).  

TARDBP ou ALS10 

Le gène TARDBP est localisé sur le chromosome 1, il code pour la protéine 

TDP-43 (transactive response DNA binding Protein of 43 kda), protéine de 414 

acides aminés. TDP-43 est un régulateur transcriptionnel au niveau de domaine riche 

en polypyrimidine, il permet l’épissage alternatif. Ces deux fonctions lui confèrent un 

rôle dans de nombreux processus biologiques. D’autre part, il intervient au niveau 

des motoneurones spinaux en intervenant dans la régulation de la structure du 

cytosquelette (Strong et al., 2007). 

Une trentaine de mutations connues  pourraient intervenir dans la SLA et sont 

préférentiellement localisées dans l’exon 6. (Van Deerlin et al., 2008; Kabashi et al., 

2008; Sreedharan et al., 2008; Yokoseki et al., 2008). Ces mutations entraînent 

l’accumulation d’un fragment conduisant à une neurotoxicité, via des inclusions 

ubiquitinylées (Rutherford et al., 2008), associée à des défauts de transcription, 

d’épissage et de transports des ARN messagers.  
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FUS ou ALS6 

FUS, aussi appelé TLS (translocated in liposarcoma), a été identifié dans 

environ 4% des SLAf (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). C’est une 

protéine de 526 acides aminés qui est principalement localisée au niveau nucléaire. 

On observe des mutations gains ou pertes de fonction, mais dans les deux cas on 

observe une altération de la signalisation intracellulaire et de possibles agrégats 

protéiques.  

C9ORF72 ou ALS-FTD2 

En 2011, une mutation a été identifiée au niveau du gène C9ORF72. Il s’agit 

d’une répétition excessive d’un hexanucléotide, GGGGCC (DeJesus-Hernandez et 

al., 2011). Il est considéré comme la cause principale de SLA (40%) et de SLA DFT 

(25%) (Renton et al., 2011). Dans les individus sains, il y a au maximum 25 

répétitions, alors qu’on peut dénombrer de 800 à 4400 répétitions chez les patients 

atteints de SLA (Gijselinck et al., 2012). La fonction biologique de C9ORF72 n’est 

pas encore bien établie. La protéine est principalement retrouvée dans différentes 

régions du cerveau et dans le cytoplasme des neurones et des terminaisons 

synaptiques. Les récentes études suggèrent un rôle important dans le trafic des 

endosomes ; sa colocalisation avec des protéines RAB dans les neurones implique 

C9ORF72 dans des processus d’endocytose et d’autophagie (Farg et al., 2014). 

 

4. Les agrégats protéiques  

Malgré la difficulté à diagnostiquer la SLA, la présence d’agrégats protéiques 

en post mortem, dans les motoneurones, est une caractéristique physiopathologique 

de la SLA. On distingue principalement deux types d’agrégats : les inclusions 

ubiquitinylées et les corps de Bunina (Xiao et al., 2006).  

Les inclusions ubiquitinylées 

Dans les SLAf, suivant la mutation observée les agrégats des protéines mal 

conformées SOD1 (Kerman 2010), TDP-43 (Neumann et al., 2006) ou FUS 

(Mackenzie et al., 2011) sont retrouvées dans les inclusions ubiquitinylées.  
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Les inclusions observées dans les SLAf dépendent de la mutation 

observée. En effet les agrégats de protéine SOD1 ne sont retrouvés que chez les 

patients présentant la mutation SOD. D’autre part les agrégats de TDP-43 sont 

retrouvés chez l’ensemble des patients ne présentant pas la mutation SOD1 

(Mackenzie et al., 2007). 

Les corps de Bumina 

Les corps de Bumina sont des inclusions éosinophiles présentes dans 85% 

des cas de SLA. Ces inclusions sont observées chez les patients atteints de SLAs et 

dans les formes rapides de SLAf (Xiao et al., 2006). 

 

3. Epidemiologie  

La SLA est la plus fréquente des maladies du motoneurone adulte et se place 

à la troisième place des maladies neurodégénératives après la maladie d’Alzheimer 

et la maladie de Parkinson. L’incidence annuelle présente des modulations suivant 

les zones géographiques et les activités quotidiennes. En moyenne, son incidence 

est comprise entre 1,5 et 2,7 pour 100 000 personnes, et une prévalence de 6 cas 

pour 100 000 personnes (Abhinav et al., 2007; Chio et al., 2009; Donaghy et al., 

2010; Forbes et al., 2007; Johnston et al., 2006; Traynor et al., 1999). La prévalence 

reste très basse, due à la faible durée de vie des patients. Le ratio homme/femme est 

de 1,6 mais tend à s’équilibrer ces dernières années (Logroscino et al., 2010; 

Mitchell and Borasio, 2007; Worms, 2001; Zoccolella et al., 2008). Cependant, 

quelques foyers géographiques ne présentent pas ces mêmes rapports de 

proportions, par exemple l’ile de Guam, la péninsule de Kil, et la nouvelle Guinée 

occidentale pouvent présenter une incidence jusqu’à 100 fois plus élevée (Figlewicz 

et al., 1994b). L’environnement socio-professionnel peut aussi être un facteur 

d’influence sur le déclenchement de la pathologie. On observe une incidence 

augmentée pour certains corps de métier tels que les agriculteurs, les militaires et les 

sportifs de haut niveau (Kurtzke, 1982). Des expositions à des substances exogènes 

peuvent aussi aggraver les symptômes, tel que le tabac (Armon, 2009; Kamel et al., 

1999), les pesticides, les métaux lourds… (Armon, 2003; Beghi et al., 2006; Gil et al., 

2007; Sutedja et al., 2007, 2009). La modulation des facteurs psychologiques 
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peuvent se répercuter sur l’évolution des symptômes ; ainsi une étude a montré 

qu’une humeur maussade entraînait une accélération de la pathologie et une 

diminution de la durée de vie (Ganzini et al., 1999).  

4. Diagnostic  

Le diagnostic de la SLA est tardif, les patients viennent consulter à un stade 

avancé de la pathologie avec des faiblesses musculaires importantes. Il n’existe 

actuellement aucun biomarqueur moléculaire, ni de biomarqueur physique 

observable par des techniques neurophysiologiques ou d’imageries (Turner and 

Talbot, 2008). Il n’existe donc aucun test de détection de la SLA. Pour permettre le 

meilleur diagnostic possible la « World Federation and Neurology Committee on 

Neuromuscular diseases » (Brooks, 1994; Brooks et al., 2000) a établi des critères 

de diagnostic d’El Escorial (la ville du meeting). En 2000, les critères ont été affinés 

pour permettre de hiérarchiser la maladie, et sont présentés comme « critères 

révisés d’El Escorial ». 

Ces critères se basent sur l’évolution des signes cliniques dont trois sont mis 

en exergue :  

- une atteinte motoneuronale centrale 

- une atteinte motoneuronale périphérique 

- une aggravation des symptômes au cours du temps  

Et sur l’absence de certaines atteintes :  

- sensitives ou sensorielles  

- sphinctériennes 

- de la motricité oculaire 

- du système nerveux autonome. 

Actuellement, seul 10% des patients sont diagnostiqués dans les 6 mois 

suivant l’apparition des symptômes, et 18% des patients sont diagnostiqués 18 mois 

après les premiers symptômes. Or, la SLA est une maladie évolutive rapide, donc 

une prise en charge précoce est un atout pour la qualité de vie du patient.  
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Pour permettre le meilleur suivi du patient, de nombreuses échelles ont 

été mises en place. La première date de 1974, l’échelle de Norris (Norris 1974), elle 

est suivie, en 1987, de l’échelle de Appel (Appel et al., 1987), de l’ALSS (Hillel et al., 

1989) et de l’ALS-FRS (Amyotrophic Lateral Sclerosis Functionnal Rating Scale) 

(tableau 2) (Cedarbaum et al., 1999). Cette dernière est, aujourd’hui, la plus utilisée 

et est complétée par un examen électromyographique permettant de mesurer le 

nombre d’unités motrices (MUNE : Motor Unit Number Estimation). L’ALS-FRS est 

un questionnaire basé sur la vie quotidienne et la possibilité de réalisation des tâches 

quotidiennes, elle se base sur la perception du patient vis-à-vis de sa maladie. 

Compléter cette analyse par la technique MUNE permet de suivre, au niveau 

physiologique, la perte progressive des fonctions musculaires.  

Ainsi, le diagnostic de la SLA se fait tardivement, et seul des traitements 

symptomatiques peuvent être proposés.  

Tableau 2 : Echelle ALS-FR Cedarbaum 1999 
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3.  Traitements en cours d’étude 

Malgré ces centaines d’années qui nous séparent de la première description 

de la SLA, il n’existe pas de traitement curatif connu. Une seule molécule a réussi à 

être homologuée en tant que traitement ; il s’agit du Rilutek© (riluzole) (Foran and 

Trotti, 2009). Le riluzole permet de réguler le glutamate, neurotransmetteur 

excitateur, en activant la recapture au niveau post synaptique et en inhibant les 

canaux voltages dépendants (Ca2+, Na+). Or dans la SLA, une augmentation du 

glutamate extracellulaire, une diminution des processus de recapture du glutamate 

par les astrocytes, une baisse des niveaux d’expression du transporteur au 

glutamate EAAT2 (excitatory amino-acid transporter 2) et une altération de la 

gutamine synthétase ont été observées (Andreadou et al., 2008; Ferrarese et al., 

2001; Plaitakis and Constantakakis, 1993). De plus, le glutamate, à trop forte 

concentration, est excitotoxique pour les motoneurones (Van Den Bosch and 

Robberecht, 2000; Vandenberghe et al., 2000). Ainsi le riluzole a un effet 

neuroprotecteur dans la SLA en diminuant le niveau de glutamate extracellulaire 

(Bensimon et al., 1994). Cela permet une augmentation de la durée de vie d’environ 

trois mois, mais ne change pas la vitesse d’apparition des symptômes. Aucune 

amélioration musculaire n’est observée à la suite de ce traitement.  

De nombreuses études sur modèles animaux sont prometteuses, et une 

multitude de cibles est analysée. Un grand nombre d’études en phase clinique sont 

en cours, on observe comme cible possible : les mitochondries, les cellules 

lymphocytaires T, la modulation de macrophages et de l’autophagie, les mastocytes, 

les cellules gliales, les motoneurones, la jonction neuromusculaire et bien sûr le 

muscle. Ainsi, l’ensemble des études couvre deux aspects importants de la 

pathologie, l’atteinte nerveuse et l’atteinte musculaire, aussi bien au niveau 

métabolique que cellulaire (Bucchia et al., 2015). 

1. Protection mitochondriale : Dexpramipexole et rasagiline 

(ethiopathogenesis) 

L’importance de l’énergie pour les motoneurones est primordiale ; un défaut 

mitochondrial induit une baisse importante en énergie, et peut entraîner la mort des 

motoneurones (Wong et al., 1995). Deux drogues ont été proposées pour réduire le 
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stress oxydant afin de protéger les motoneurones : le dexpramipexole, et la 

rasagiline.  

Le dexpramipexole est une drogue augmentant les fonctions mitochondriales 

(Gribkoff and Bozik, 2008). Les études précliniques montrent une diminution de la 

mort neuronale après un traitement au dexpramipexole, cela induit une augmentation 

de la production d’ATP, une diminution de la consommation en oxygène, et une 

stabilisation du profil métabolique. De plus, des effets bénéfiques ont été montrés sur 

la toxicité de l’inhibition du protéasome (Alavian et al., 2012; Cheah and Kiernan, 

2010). Cette drogue est couramment utilisée pour le traitement de la maladie de 

Parkinson (Brusa et al., 2003; Frampton, 2014; Möller and Oertel, 2000). Dans la 

SLA, après une bonne tolérance, par un petit groupe de patient, le dexpramipexole 

est passée en phase II. Les premières études montrent une diminution de la vitesse 

d’apparition des symptômes, permettant ainsi le démarrage de la phase III. 

Cependant, à plus grande échelle cela semble être un échec. Les effets prometteurs 

de la phase II semblent être dus à une faible cohorte ayant bien réagie (Cudkowicz 

et al., 2013). 

La Rasagiline (N-propargyl-1-R-aminoindan) est une drogue inhibant la 

monoamine oxydase B (MAO-B), là aussi déjà utilisée dans la maladie de Parkinson. 

Elle peut potentiellement améliorer les motoneurones en augmentant la survie et la 

perméabilité mitochondriale (Weinreb et al., 2010). Après des résultats probants, la 

molécule se trouve actuellement en phase II. Les patients SLA présentent une bonne 

tolérance au traitement, et des modifications mitochondriales sont observables 

(Macchi et al., 2015).  

 

2. Stimulation de l’autophagie  

Le lithium carbonate est un composé inorganique, développé pour le 

traitement des troubles bipolaires et souvent prescrit lors de cas de dépression. Il agit 

comme un anti-apoptotique et diminue l’activité glutamatergique (Fornai et al., 2008). 

Dans le cadre de la SLA, il stimulerait l’autophagie des protéines agrégées.  Le 

traitement au lithium se trouve actuellement en phase III en double aveugle, sur un 

traitement de 18 mois. Les résultats de cette étude ne montrent pas de différences 

intéressantes entre le groupe placebo et le groupe traité ; les résultats de certaines 
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équipes suggèrent même un effet délétère du traitement (Aggarwal et al., 2010; 

Chiò et al., 2010; Miller et al., 2011; Verstraete et al., 2012; Wicks et al., 2011).  

 

3. Anti SOD1 

Un anticorps SOD1 a été injecté aux patients. Les premiers résultats 

suggèrent un ralentissement des symptômes et une diminution des agrégats de 

SOD1 mutée dans les neurones (Van Blitterswijk et al., 2011). Une autre approche 

est l’utilisation de Neurimmune, NI-204, un anticorps monoclonal humain qui ciblerait 

la protéine SOD1 mutée permettant de réduire la neurodégénérescence. Enfin une 

troisième approche est l’utilisation d’oligonucléotides anti-sens nommé ISI-SOD1RX 

(Smith et al., 2006). Cette molécule, injectée en intrathécale, induit une diminution du 

niveau de SOD1 dans le liquide cérébelleux ; les patients semblent tolérants au 

traitement (Miller et al., 2013).  

De récentes études sont réalisées en ciblant C9ORF72 (Donnelly et al., 2013; 

Lagier-Tourenne et al., 2013; Sareen et al., 2013; Zu et al., 2013). Cet antisens 

devrait aboutir à une phase clinique chez l’homme (Donnelly et al., 2013). 

 

4. Traitement avec des cellules souches neurales (NSCs) 

L’implantation de cellules souches neurales, notamment d’astrocytes sains, 

permettent un nouveau support aux neurones diminuant ainsi leur dégénérescence. 

Cette introduction de cellules gliales a pour but d’améliorer l’environnement des 

neurones en réduisant l’inflammation et limiter les agrégats protéiques. Les études 

de transplantation de NSCs rapportent une amélioration importante des symptômes 

dans 25% des cas (Teng et al., 2012). Pour les injections humaines, les NSCs 

proviennent des cellules souches de fœtus et sont injectées en intrathécal entre les 

vertèbres C3 et C5 pour la protection des motoneurones nécessaires à la respiration 

(Riley et al., 2012). A l’issue de la phase I, le traitement est correctement toléré et les 

seuils de douleurs ne semblent pas être augmentés. Cette procédure devrait donc 

entrer en phase II (Riley et al., 2012).  
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5. Modulation de la jonction neuromusculaire  

L’Ozanezumab (GSK1223249) est un anticorps ciblant la protéine NogoA, 

protéine qui inhibe la pousse des neurites. Elle se trouve en excès dans les muscles 

de patients SLA (Gordon, 2013). L’Ozanezumab permet de réparer les dommages 

observés sur les terminaisons axonales des motoneurones et de reconnecter ces 

axones aux muscles (Meininger et al., 2014). Cette molécule est actuellement en 

phase II sur un traitement de 48 semaines.  

 

6. Stimulation musculaire par Tirasemtiv 

Le Tirasemtiv (CK-357) est une troponine qui permet de moduler la 

contraction des muscles squelettiques rapides en augmentant la sensibilité au 

calcium (Russell et al., 2012). La modulation directe de la contraction musculaire 

représente une stratégie thérapeutique mimant en partie un exercice physique. La 

molécule étant bien tolérée par les patients, un recrutement de 400 individus vient 

d’être réalisé pour commencer la phase IIb (Shefner et al., 2013). 
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2.  

Il est maintenant admis que la SLA est une maladie multifactorielle, 

cependant, durant des décennies, la SLA était considérée comme une maladie 

neurodégénérative, avec, pour seules analyses possibles, les autopsies. De ce fait 

les seules données que l’on pouvait avoir, étaient exclusivement des données de 

stade terminal de la maladie, avec des atrophies musculaires sévères et des 

atteintes neuronales marquées. En 1993, Rosen publie ses données sur la 

découverte de la mutation SOD1, avec une forte proportion de cette mutation dans 

les SLAf (Rosen et al., 1993). Un an plus tard, en 1994, Gurney et ses collaborateurs 

publient le premier modèle animal permettant d’étudier la SLA (Gurney et al., 1994). 

En une vingtaine d’années, de nombreux modèles animaux ont été développés pour 

permettre des études plus précises et localisées et, ainsi répondre aux nombreuses 

questions scientifiques. Aujourd’hui les recherches sur la SLA peuvent se faire aussi 

bien sur des modèles murins (mus musculus), que sur des modèles de drosophile 

(drosophila melanogaster), de nématode (caenorhabditis elegans), de poisson zèbre 

(danio rerio), et de rat (rattus norvegicus). Cette pluralité de modèle est un atout 

majeur pour comprendre plus spécifiquement le rôle que jouent les gènes mutés 

observés chez les patients.  

1. Modèle murin 

1.  Modèle SOD1(G93A) 

En 1994, un premier modèle murin de la SLA a été créé (Gurney et al., 1994) 

par surexpression de la protéine SOD1 humaine mutée en position 93 

(remplacement d’une Glycine par une Alanine en position 93). Le nombre de copies 

du transgène est corrélé au phénotype clinique, et module l’apparition des 

symptômes, la sévérité de la pathologie, et la durée de vie des animaux (Dal Canto 

and Gurney, 1995, 1997). On différencie deux modèles avec la même mutation, le 

modèle « high copy » avec un nombre de copies du transgène supérieur à 30, et un 

second modèle « low copy » avec un nombre de copies inférieur à 5. C’est 

actuellement le modèle murin le plus utilisé, mais il présente certaines limites, 
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comme une absence d’atteinte significative des motoneurones corticaux. Le 

transgène est lié au promoteur humain, et la protéine SOD1 murine est toujours 

fonctionnelle. L’agrégation de protéine SOD1 mal conformées est retrouvée dans la 

majorité des tissus de ce modèle (Watanabe et al., 2001). Il représente un bon 

modèle d’étude de la SLA car il présente une forme typique et progressive de SLA 

spinale, avec une atteinte asymétrique des membres postérieurs et une progression 

de la paralysie jusqu'à l’arrêt cardiorespiratoire. Les symptômes apparaissent vers 90 

jours post natal (début de la phase symptomatique), avec un déficit du réflexe 

d’extension. Une aggravation est observable par atonie de la queue qui induit une 

modification de mouvement. Une paralysie s’installe peu à peu. Vers 120 jours, les 

souris présentent une paralysie bilatérale et quelques jours plus tard une incapacité 

de se relever si elles sont installées sur le flanc. Au niveau dorsal, une scoliose est 

observable, conséquence de la faiblesse musculaire. Elles ont une durée de vie de 

130 jours environ.  

Ce modèle, préférentiellement étudié au cours de ces dernières années, 

montre des atteintes moléculaires et cellulaires dès l’âge embryonnaire.  

Figure 2 : Représentation schématique des altérations cellulaires dans le modèle SOD1(G93A) de 
P7 à P75, Vinsant et al. 2013 
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Au niveau musculaire, la dénervation commence aux alentours de 25 

jours post natal (P25) (Figure 2) dans un des muscles les plus touchés « le tibialis », 

et continue au fur et à mesure de la progression de la pathologie (Vinsant et al., 

2013a, 2013b). Cependant, les motoneurones ne dégénèrent qu’à partir de P44, et à 

P75 le nombre d’interneurones est modifié (Martin and Chang, 2012). Le laps de 

temps observé entre la dénervation et la perte des motoneurones permet le maintien 

de l’axone, et la diffusion de protéines au niveau musculaire peut permettre une 

réinnervation (Miledi and Slater, 1968). Dans le cas de la SLA, la réinnervation ne se 

maintient pas et la dénervation va induire une fragmentation des plaques motrices, 

qui seront alors moins fonctionnelles.  

Vers P60, le transport axonal ne semble pas être perturbé malgré l’atteinte de 

la jonction neuromusculaire. Au niveau de la synapse et des motoneurones, une 

diminution du nombre de mitochondries et une vacuolisation de ces dernières sont 

observées. Malgré la dénervation à P25, les capacités motrices dans des conditions 

normales ne sont pas affectées (Vinsant et al., 2013a). Cependant, avec l’utilisation 

d’un tapis incliné, une différence est observable entre les souris contrôles et les 

souris SLA. Au niveau de la force la conclusion est identique, une absence de 

différence significative est observée sur un test utilisant un poids de 20g, alors que 

les souris SLA présentet une diminution des capacités musculaires sur un poids de 

40g (Vinsant et al., 2013a). A P90, dans les motoneurones, une fragmentation de 

l’appareil de golgi (Mourelatos et al., 1996), une agrégation de protéine SOD1 mutée 

associée à l’ubiquitine (Johnson, 2000) et des inclusions de SOD1 mutée au niveau 

des neurofilaments (Bruijn et al., 1998) ont été mis en évidence. Dès P100, il y a 

disparition des somas des motoneurones des colonnes motrices (Fischer et al., 

2004).  

2. Autres modèles murins SLA 

Il existe aujourd’hui une quinzaine d’autres modèles murins mutés pour SOD1 

(Shibata, 2001; Turner and Talbot, 2008). Chaque modèle présente des avantages 

et des inconvénients. A titre d’exemple, le modèle murin SOD1(G86R) (Ripps et al., 

1995), représentatif de la mutation humaine SOD1G85R, a la particularité d’avoir la 

mutation au sein du gène murin Sod1. Sa transcription est donc dépendante de la 

régulation du gène Sod1 murin, et la forme sauvage de la protéine n’est donc pas 



 

50 

 

exprimée. D’autre part, l’agrégation de la protéine SOD1 n’est pas présente 

dans ce modèle, à l’image de la pathologie humaine (Bergemalm et al., 2006). 

1. Modèle TDP-43 

Deux autres modèles souris ont été développés. Le premier, avec une 

surexpression du gène humain TARDP sous le contrôle d’un gène murin, Thy1, 

exprimé exclusivement dans les motoneurones. Pour permettre une expression du 

transgène élevée, plusieurs transgènes ont été inclus, et le modèle souris est 

homozygote pour le gène concerné (Wils et al., 2010). Le second possède aussi un 

transgène humain possédant la mutation A315T et est sous contrôle du gène murin 

Prnp (prion protein promoter) (Wegorzewska et al., 2009) Ces souris présentent une 

dégénérescence des motoneurones et des neurones moteurs corticaux. Elles ont 

une durée de vie entre 5 à 8 mois, et la sévérité semble corrélée au nombre de 

copies du transgène. De plus, ces deux modèles souris présentent des inclusions 

ubiquitinylées au niveau des neurones, caractéristique présente chez une majorité 

de patients.  

2. Modèle FUS-R521C 

Le modèle souris FUS (Fused in sarcoma) est réalisé par expression du 

« FLAG-tagged-FUS R521C » sous contrôle du gène Prp de hamster (Qiu et al., 

2014). Il présente des altérations de l’ADN (augmentation de γH2AX, marqueur 

caractéristique des doubles brins et de l’instabilité du génome), une augmentation de 

la stabilité des complexes protéines/protéines et protéine/ARN et un défaut de 

l’épissage des ARN, dans les neurones corticaux et les motoneurones spinaux. Ces 

altérations induisent un défaut des processus de transcription et de traduction des 

gènes intervenant dans la mise en place des synapses et la pousse dendritique, 

ainsi qu’une dérégulation de la voie de signalisation BDNF-TrkB (Brain-Derived 

Neurotrophic Factor-Tyrosine receptor kinase B). Ces souris sont caractérisées par 

une durée de vie de 3 à 6 mois, avec une durée des symptômes de 4 à 6 semaines. 

On observe une réduction de la masse musculaire, des problèmes de coordination 

motrice, une paraplégie spasmodique et des atteintes nerveuses. 
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3. Modèle c9FTD/ALS 

Le modèle c9FTD mime la sous partie de la SLA avec des atteintes fronto-

temporales. Pour créer ce modèle, une équipe a réalisé une injection intracrânienne 

d’un vecteur AVV (Adeno-associated Viral) contenant l’hexanucléotide GGGGCC 

(G4C2) (Chew et al., 2015). Cette injection à P0 permet la surexpression, de 2 à 66 

fois de G4C2, mimant ainsi la surexpression de l’héxanucléotide chez les patients 

SLA. Les souris développent un comportement anormal (hyperactivité, anxiété, 

comportement asocial), une perte de poids, des faiblesses musculaires et des 

inclusions ubiquitinylées de TP-43 phosphorylé.  

 

3. Autres modèles animaux 

La drosophile  

Un modèle de drosophile a été créé en intégrant la mutation SOD1 humaine 

(Watson et al., 2008). Les mouches présentent des difficultés motrices, une altération 

dans la transmission synaptique et une accumulation de la protéine hSOD1 dans les 

motoneurones ainsi qu’une augmentation des protéines de choc thermique (HSP) 

dans les cellules gliales.  

 

Le poisson Zèbre  

Un modèle de poisson zèbre a été créé avec une mutation SOD1G93R 

(Ramesh et al., 2010). Les animaux portant la mutation présentent, durant la phase 

asymptomatique, une force musculaire normale mais une diminution de l’endurance. 

Dans les stades symptomatiques, une perte des motoneurones est observée ainsi 

qu’une atrophie musculaire, une paralysie partielle et une mort prématurée.  
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Caenorhabditis elegans (C.elegans) 

Le nématode est un vers de quelques millimètres dont le génome a été 

entièrement séquencé (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). De nombreux 

gènes impactés dans la SLA ont un orthologue dans le génome de C.elegans 

(Therrien and Parker, 2014). La facilité de modification du génome a donc permis la 

création de modèle d’étude de la SLA par modulation des gènes connus : SOD1, 

TARDBP, FUS, C9ORF72 (Murakami et al., 2012; Oeda et al., 2001; Therrien et al., 

2013; Zhang et al., 2012). Le nématode, quoique peu utilisé actuellement, reste un 

modèle intéressant pour le développement des connaissances.  

  



 

53 

 

3.  

1. Complexité de la physiopathologie de la SLA 

La SLA est une maladie complexe qui, comme on a pu le voir jusqu’à 

maintenant met en jeu de nombreux mécanismes cellulaires. L’ensemble de ces 

altérations conduisent à une détérioration musculaire et à la mort sélective des 

motoneurones. La majorité des mécanismes altérés sont interconnectés : 

l’agrégation protéique de SOD1 ou de TDP-43, l’augmentation des radicaux libres, le 

dysfonctionnement mitochondrial, l’excitotoxicité glutamatergique, l’altération de 

l’apoptose, de l’autophagie et du métabolisme énergétique.  

 

2. Les altérations dues à la protéine SOD1 

En 1993, Rosen et collaborateurs mettent en évidence la mutation SOD1 chez 

les patients atteints de SLAf. L’observation d’une diminution d’activité dans les 

globules rouges induit l’idée d’une perte de fonction de la protéine SOD1 et donc, 

une augmentation des radicaux libres dans les cellules (Deng et al., 1993). 

Cependant en 1994, Gurney et collaborateurs créent une souris avec le transgène 

humain muté ; la protéine SOD1 endogène est toujours fonctionnelle, mais les souris 

développent une SLA. En 1996, Reaume et collaborateurs crée une souris invalidée 

pour le gène SOD1 qui ne développe pas de SLA (Reaume et al., 1996). 

L’hypothèse d’un gain de fonction toxique de la protéine est donc plus plausible. La 

mutation induit un changement conformationnel (Kerman et al., 2010; Rakhit et al., 

2004) qui modifie l’activité enzymatique et augmente sa capacité d’agrégation 

(Stathopulos et al., 2003). 

La protéine SOD1 a un rôle très important dans la diminution des radicaux 

libres. Le stress oxydant, déséquilibre entre les molécules oxydantes et les 

antioxydantes, est donc augmenté dans le cas de la SLA. Les principaux radicaux 

libres, classés dans les espèces réactives à l’oxygène (ROS, reactive oxygen 

species) sont les radicaux superoxydes (O2- ), le monoxyde d’azote ( NO), et les 
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radicaux hydroxyles ( -OH). Ces ROS sont produits par la chaîne respiratoire 

mitochondriale lors du passage des électrons dans les complexes I et III. Ces 

espèces réactives, étant très instables, peuvent créer des dommages à la cellule via 

des mécanismes d’oxydation non contrôlés.  

La mutation de la protéine SOD1 induirait une activité pro-oxydante 

(Cleveland and Liu, 2000) ainsi qu’une activité peroxydase, induisant ainsi des 

dommages à l’ADN (Wiedau-Pazos et al., 1996). Suivant la mutation de la protéine 

SOD1, on peut observer une action inverse de sa fonction basale, avec une 

production d’anion superoxyde (Estévez et al., 1999) ou une perte de la charge en 

zinc, ce qui augmente la concentration de zinc cytoplasmique, favorise le stress 

oxydant et la dégénérescence des motoneurones (Hall et al. 1998; Kraft et al. 2007).  

 

1. Agrégats toxiques et protéine SOD1 

Les protéines SOD1 mutées induisent des augmentations du stress oxydant 

aussi bien dans la moelle épinière que dans les muscles (Hall et al., 1998; Kraft et 

al., 2007). Une accumulation des protéines SOD1 mutées forment des agrégats 

insolubles, constitue un des marqueurs histopathologiques caractéristiques de la 

SLA chez les patients (Ince et al., 1996; Kato et al., 1996) comme chez les souris 

(Bruijn et al., 1998; Johnson, 2000). Ces agrégats sont principalement localisés dans 

les motoneurones, les cellules musculaires et les astrocytes ; leur concentration 

influe directement sur la sévérité de la pathologie (Turner et al., 2003).  

Ces agrégats se lient à des protéines essentielles de la cellule, telles que les 

protéines SMN, les protéines gémines et les SnRNPs (small nuclear ribonucloprotein 

particles) (Blokhuis et al., 2013), empêchant ainsi leur bon fonctionnement. L’activité 

restreinte de ces protéines perturbe fortement les fonctions cellulaires (Turner et al. 

2008). 

La présence des agrégats et la perturbation des fonctions cellulaires 

entraînent une modulation du profil d’expression génique dans les motoneurones et 

les muscles via le métabolisme des ARNm.  
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2. Modulation de l’édition des ARN 

Les protéines SOD1 mutées s’agrègent au niveau des protéines TDP-43 

(Neumann et al., 2006) et de SMN (Turner et al., 2009), deux protéines impliquées 

dans la maturation des ARNm. 

Dans de nombreux cas de SLA, des mutations sont présentes au niveau de la 

protéine TDP-43 (Van Deerlin et al., 2008; Kabashi et al., 2008; Sreedharan et al., 

2008; Yokoseki et al., 2008), dans d’autre cas TDP-43 est seulement surexprimée, 

anormalement phosphorylée et ubiquitinylée (Cheah and Kiernan, 2010). Le 

fonctionnement de cette protéine dans la transcription, l’épissage et la maturation 

des ARN est donc altérée. Cependant l’accumulation de TDP-43 n’est pas un 

marqueur histopathologique de la SLA, mais l’indication d’un processus 

neurodégénératif avec activation de l’autophagie (Wang et al., 2010).  

La protéine SMN intervient dans la mise en place du spilceosome (complexe 

de maturation de l’ARN) et facilite la formation du complexe des SnRNPs (Fischer et 

al., 1997). Kunst et collaborateurs montrent un lien direct entre le niveau de la 

protéine SMN et la sévérité de la pathologie (Kunst et al., 2000; Turner et al., 2009).  

 

3. Modulation de la conformation des protéines 

Les protéines SOD1 mutées interagissent aussi avec de nombreuses 

protéines chaperonnes qui interviennent dans la maturation et le repliement des 

protéines (Bergemalm et al., 2010). Dans la SLA une surexpression de ces protéines 

a été observée (Veldink et al., 2005; Wang et al., 2009) et les protéines mal 

conformées tendent à s’accumuler dans le cytoplasme induisant ainsi une 

augmentation de système ubiquitine/protéasome et de l’autophagie (Leigh et al., 

1991; Muller et al., 2007). 
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4. Perturbation du fonctionnement des organites  

L’augmentation des agrégats cellulaires induit des changements dans 

l’organisation intrinsèque des cellules. Les organites cellulaires tels que le réticulum 

endoplasmique (RE) ou les mitochondries n’échappent pas à ces désorganisations.  

Un stress du RE a été mis en évidence aussi bien chez les souris que chez 

les patients SLA (Atkin et al., 2006; Ito et al., 2009; Kikuchi et al., 2006; Sasaki, 

2010; Saxena et al., 2009). L’encombrement des protéines mal conformées au sein 

du RE a pour conséquence l’activation de la voie UPR (unfolded protein response) 

induisant une diminution globale de l’ensemble de la synthèse protéique (Foufelle 

and Ferré, 2007). Face à l’importance de protéines mal conformées, la réponse UPR 

n’est plus suffisante et la voie apoptotique est engagée (Saxena et al., 2009).  

Un second organite intervient dans l’activation de la voie apoptotique : les 

mitochondries. L’altération mitochondriale est une caractéristique de la SLA. Une 

augmentation du nombre et une diminution des fonctions ont été mises en évidence 

chez les patients SLA (Afifi et al., 1966; Wiedemann et al., 2002). Dans les modèles 

souris, les altérations mitochondriales sont dépendantes du modèle souris utilisé. 

Ainsi, pour le modèle SOD1(G93A), une vacuolisation des mitochondries est 

observée dans la moelle épinière et dans les muscles (Dal Canto and Gurney, 1995; 

Leclerc et al., 2001). Cette vacuolisation est due au défaut de localisation de la 

SOD1 mutée, qui, au lieu d’être au niveau cytoplasmique, se retrouve au niveau 

mitochondrial. L’activité mitochondriale est fortement diminuée, notamment au niveau 

des complexes I et III de la chaîne respiratoire (Browne et al., 1998). Les agrégats 

protéiques altèrent les capacités membranaires de la mitochondrie et diminuent le 

passage de l’ADP dans l’espace intermembranaire, ayant pour conséquence future 

une diminution de la production d’ATP (Mattiazzi et al., 2002). La toxicité des 

agrégats induit localement une production de ROS, ainsi qu’une altération du 

potentiel de membrane permettant l’augmentation de la perméabilité, l’entrée de 

molécules d’eau dans la mitochondrie (De Vos et al., 2007) et la sortie de 

cytochrome c (Higgins et al., 2003). Ceci déclenche l’activation des caspases et 

l’apoptose (Mignotte and Vayssiere, 1998). 
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5. Modulation calcique et excitotoxicité 

glutamatergique 

 L’activation des récepteurs au glutamate induit l’entrée d’ions calciques et 

sodiques, permettant ainsi la formation du potentiel de membrane. Dans les 

motoneurones des souris SLA, l’ion calcium (Ca2+) se trouve en excès dû : d’une part 

aux défauts mitochondriaux et à l’excitotoxicité glutamatergique et d’autre part à la 

diminution de l’expression de la sous-unité GluR2 des récepteurs AMPA (α-amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) (Van Damme et al., 2002, 2007). Cet 

afflux de Ca2+ entraîne l’activation de nombreuses enzymes dégradant le 

cytosquelette, les membranes cellulaires et les composés moléculaires. L’ensemble 

des altérations se situe avant l’apparition des symptômes et pourrait être en partie 

responsable de l’activation de la voie apoptotique et de la mort spécifique des 

motoneurones (Choi et al., 2009). La surexpression de la protéine GluR2 dans un 

modèle souris permet un retard d’apparition des symptômes et une augmentation de 

la durée de vie de souris (Tateno et al., 2004).  

 

6. Autres voies conduisant { l’apoptose 

Les protéines anti-apoptotiques telles que BCL2 ou BCLXL, se retrouvent 

emprisonnées dans les agrégats formés par les protéines mal conformées (Pasinelli 

et al., 2004), leur action est ainsi diminuée. En parallèle ce sont les facteurs pro 

apoptotiques tels que Bax, Bad, Bcl-xS, qui voient leur expression augmentée 

(Vukosavic et al., 1999). Une augmentation du nombre de récepteur au TNFα (tumor 

necrosis factor α) est observable à la membrane des motoneurones (Veglianese et 

al., 2006) induisant ainsi l’activation des caspases (Guégan et al., 2001). La voie 

Fas/FasL, activée dans la SLA, participe aussi à la mise en place de l’apoptose 

(Pettmann et al., 2006).  
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4.  

Pendant longtemps considérée comme une maladie musculaire, les premières 

autopsies révèlent les atteintes nerveuses. De ces observations découlent 

l’hypothèse qui prévaudra pendant plusieurs années : la SLA est une maladie des 

motoneurones. Pour permettre d’explorer cette hypothèse, un modèle murin, 

exprimant la SOD1 mutée exclusivement dans les motoneurones a été créé 

(Pramatarova et al., 2001). Ce modèle ne développe pas de SLA ni de signes 

cliniques d’atteinte du motoneurone (Lino et al., 2002). A contrario, l’exclusion de la 

SOD1 mutée dans le motoneurone permet de retarder l’apparition des symptômes 

mais pas la progression de la pathologie (Boillée et al., 2006). Afin d’évaluer 

l’importance des cellules nerveuses autres que les motoneurones, deux types de 

souris ont été étudiés en parallèle : un modèle avec l’expression de la SOD1 mutée 

dans le motoneurone (cellules gliales saines) et un modèle avec l’expression de la 

SOD1 mutée dans les cellules gliales (motoneurone sain). Dans la première 

condition, les motoneurones survivent alors que dans la seconde, les motoneurones 

développent des marqueurs histopathologiques de SLA (Clement et al., 2003; 

Pettmann et al., 2006). Ces souris chimères mettent en évidence la complexité de la 

SLA et des interactions cellulaires. Il est donc admis que la SLA n’est plus 

exclusivement une maladie du motoneurone, mais bien une maladie non autonome, 

avec une atteinte de l’unité motrice dans son ensemble, des cellules gliales mais 

aussi des neurones corticaux.  

 

1.  L’unité motrice 

On définit l’unité motrice comme la plus petite unité contractile. Elle 

correspond à un motoneurone innervant plusieurs fibres musculaires. Elle peut être 

divisée en trois sous parties : la moelle épinière et plus précisément le motoneurone 

α, la jonction neuromusculaire (JNM) et le muscle. Au cours du développement, le 

motoneurone et le muscle sont indépendants l’un de l’autre. A partir de la formation 

de la JNM, il existe une corrélation directe entre les propriétés électriques du 

motoneurone, les propriétés mécaniques des fibres musculaires et de la force 
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contractile (Burke RE, 1994; Henneman, 1991). L’unité motrice est donc une 

entité nécessaire et suffisante à la contraction musculaire.  

Les motoneurones sont localisés dans la moelle épinière qui elle-même est 

divisée en plusieurs sous-parties : cervicales (C1 à C8), thoraciques (T1 à T12), 

lombaires (L1 à L5), sacrées (S1 à S5) et coccygien (C0). Chaque zone va innerver 

les parties du corps de manière cervico/sacrale.  

Les motoneurones se localisent dans la corne ventrale de la moelle épinière, 

de part et d’autre du canal de l’épendyme. Ce sont des cellules nerveuses 

multipolaires, elles ne possèdent qu’un seul axone mais de nombreuses dendrites, 

permettant la communication avec les cellules avoisinantes. Les axones moteurs 

quittent la moelle épinière au niveau des racines ventrales, et vont se ramifier pour 

se connecter aux différentes fibres musculaires via la jonction neuromusculaire 

(JNM).  

En pré-synaptique, la JNM est caractérisée par un élargissement de l’axone et 

la présence de cellules de Schwann terminales non myélinisantes. Cette structure 

permet le passage de l’information du niveau central (cerveau) au niveau 

périphérique (muscle). L’arrivée d’un potentiel d’action, dans la terminaison 

nerveuse, permet l’ouverture de canaux calciques, voltage dépendant induisant une 

augmentation de la concentration de Ca2+ extracellulaire. Cela provoque une 

migration des vésicules d’acétylcholine (Ach) (neurotransmetteur spécifique des 

motoneurones) vers la membrane présynaptique. L’exocytose de l’Ach est assurée 

par le complexe SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment 

protein REceptor) sous forme de quantum. Chaque quanta correspond à environ 

10 000 molécules d’ACh qui vont se fixer aux récepteurs de l’Ach (RAch). 

L’ensemble des récepteurs compose la plaque motrice (Figure 3), qui a la 

particularité de modifier la répartition des récepteurs au cours de la maturation, et 

ainsi permettre l’optimisation de la communication entre l’axone et le muscle.  

Figure 3 : photographies 
représentatives des terminaison axonales 
et de leur plaque motrice 
(http://histoblog.viabloga.com/texts/le-

tissu-musculaire-strie) 
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A la naissance, les RAch forment un ovale homogène (plaque uniforme), 

d’une concentration de RAch d’environ 10000/µm², puis ils se regroupent et se 

réorganisent par invagination, pour voir apparaître des perforations (plaque 

perforée). Lorsque la maturation est terminée, on observe une ligne relativement 

épaisse, présentant une structure caractéristique nommée bretzel (ou pretzel), avec 

une concentration de RAch de 10/µm². La terminaison axonale et le bretzel 

concordent parfaitement, permettant ainsi le passage, de manière rapide et fiable, de 

l’information nerveuse. Cette structure est labile, et s’adapte en fonction de 

l’évolution des fibres musculaires. Ainsi, elle peut être amenée à s’accroître 

davantage au fur et à mesure qu’un muscle grossit, ou bien à se réorganiser lors de 

dommages musculaires. 

 

Les fibres musculaires, situées en post synaptique, sont le résultat de la fusion 

de plusieurs cellules musculaires, il s’agit donc de cellules polynucléées, de 10 à 100 

µm de diamètre. Elles sont réunies en faisceaux, séparés par des tissus conjonctifs 

(épimysium, périmysium, endomysium).  

Chaque fibre musculaire est constituée de myofibrille, elle-même composée 

d’un ensemble de protéines contractiles : les myofilaments. Cette structure est 

subdivisée en sarcomère (Figure 4) caractérisé par les bandes I (isotropes), 

composées de filaments fins d’actine, et par la bande A (anisotrope) composée de 

filaments épais de myosine.  

 

Dessin original 

du Dr. Kristic 

Figure 4 : Dessins représentatifs des caractéristiques d'un sarcomère 
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Ces filaments se chevauchent lors de la contraction (Figure 4) et forment 

les stries Z, au niveau des bandes I, et, la strie H, au niveau de la bande A. La 

contraction musculaire est permise grâce à différentes protéines contractiles, dont la 

myosine. Les têtes de myosine, localisées sur le filament épais, permettent via 

l’utilisation d’ATP, la contraction ou le relâchement musculaire.  

 

L’isoforme de la chaîne lourde de myosine évolue, au cours du 

développement et durant le reste de la vie de l’individu, pour permettre au muscle de 

répondre aux stimulations nerveuses. Il existe différentes isoformes de myosine : 

embryonnaire, néonatale, I, IIa, IIx-b. Dans un muscle adulte, seules sont présentes 

les isoformes I, IIa, IIx-b, dites respectivement fibres lentes, fibres intermédiaires et 

fibres rapides.  

Les fibres de type I sont riches en mitochondries, fortement vascularisées, ce 

qui permet un métabolisme oxydatif important. Cela leur confère une résistance à la 

fatigue, permettant un exercice de longue durée. 

Les fibres de type IIx-b sont les fibres de plus gros diamètre. Elles sont peu 

vascularisées et leur concentration en mitochondries est relativement basse 

(Schiaffino and Reggiani, 2011). Elles utilisent préférentiellement un métabolisme 

glycolytique anaérobie, ce qui induit une fatigabilité de la fibre plus importante mais 

une force et une rapidité de contraction plus importante.  

Les fibres de type IIa sont des fibres aux propriétés intermédiaires. Elles sont 

résistantes à la fatigue mais permettent une force de contraction relativement élevée. 

Bien qu’ayant des caractéristiques de contraction différentes, ces types de 

fibres coexistent dans un même muscle. Cependant, suivant la répartition majoritaire, 

un muscle sera, plus ou moins, considéré comme muscle rapide ou muscle lent. 

Les fibres musculaires, ainsi différenciées, sont en communication directe 

avec le motoneurone. On distingue ainsi, trois types d’unité motrice : les unités 

motrices rapides et fatigables (FF ; fast fatiguable), les unités motrices lentes (S ; 

slow), et les unités motrices résistantes et rapides (FR ; fast resistant). (Figure 5) 
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Figure 5 : Schéma représentatif des caractéristiques des unités motrices (Jami et al. 1982) 

On observe une relation de proportionnalité entre la taille du soma et de 

l’axone et le nombre de fibres innervées. La taille des unités motrices est 

dépendante de la précision du mouvement : plus un mouvement doit être précis, plus 

le nombre de fibres innervées par unité motrice sera faible ; ainsi pour les muscles 

oculomoteurs, seules 3 ou 4 fibres sont innervées par motoneurone, et près de 2000 

fibres innervées pour un motoneurone dans le quadriceps.  

1. Les différentes unités motrices  

1. Unité motrice FF 

Les unités motrices FF sont caractérisées par une conductivité de l’ordre de 

120m/s possible grâce à un axone de diamètre important et un motoneurone de 

large soma, supérieur à 600µm². Ces unités motrices sont composées d’un grand 

nombre de fibres musculaires au métabolisme glycolytique (type IIx, IIb). Ces 
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dernières sont de diamètre important et sont recrutées lors d’efforts rapides et 

intenses. Ces unités motrices permettent une contraction de type phasique sur un 

temps n’excédant pas deux minutes.  

 

2. Unité motrice S 

Les unités motrices S sont caractérisées par une conductivité de l’ordre de 

85m/s, l’axone est de plus petit diamètre, et leur motoneurone de soma inférieur à 

300µm². Les fibres innervées, moins nombreuses que pour les unités motrices FF, 

sont dites fibres lentes, ont un métabolisme oxydatif (type I), sont très vascularisées 

et de petit diamètre. Elles sont recrutées lors d’exercice de faible intensité mais 

pouvant durer plus d’une heure. Ces unités motrices permettent une contraction de 

type tonique.  

 

3. Unité motrice FR 

Les unités motrices FR sont caractérisées par une conductivité de l’ordre de 

97m/s, l’axone est de diamètre moyen, et leur motoneurone de soma compris entre 

300µm² et 600µm². Les fibres innervées sont dites fibres intermédiaires (type IIa) et 

ont un métabolisme énergétique mixte avec une dominance du métabolisme oxydatif. 

Elles sont recrutées lors d’exercices d’intensité modérée durant quelques minutes.  

 

2. Atteintes de l’unité motrice dans la SLA 

Dans le contexte de la SLA, ce sont les unités motrices FF qui semblent les 

plus touchées (Frey et al., 2000; Gordon et al., 2010; Hegedus et al., 2007; Pun et 

al., 2006). Les motoneurones associés aux unités motrices S et FR semblent être 

plus résistants à la pathologie. On distingue, dans la SLA, deux populations de 

motoneurones : ceux sensibles impliqués dans les unités motrices rapides et ceux 

résistants impliqués dans les unités motrices lentes (Saxena, Cabuy, and Caroni 

2009). L’étude des marqueurs tels que ATF3 (Cyclic AMP-dependent transcription 

factor 3) ou cJUn a mis en évidence une population de motoneurones plus sensible à 
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la SLA, plusieurs semaines avant la dégénérescence (Gonzalez de Aguilar et 

al., 2008; Malaspina et al., 2010; Vlug et al., 2005). Ces marqueurs interviennent 

dans la survie des neurones (Ham et al., 2000; Nakagomi et al., 2003) et peuvent 

donc être utilisés comme indicateurs de la dégradation neuronale.  

 

3. Atteintes des motoneurones 

La sensibilité à l’excitotoxicité glutamatergique est actuellement la seule 

atteinte cellulaire bénéficiant d’un traitement thérapeutique. Les motoneurones 

spinaux ont un taux élevé de récepteurs NMDA (N-methyl-D-Asparate) et la sous-

unité NR2B (NMDA receptor 2b) induirait une sensibilité des motoneurones à la SLA 

(Fuller et al., 2006). Or, les motoneurones innervant la langue auraient un très fort 

taux d’expression de cette sous-unité à l’inverse des motoneurones innervant les 

muscles oculomoteurs (Fuller et al., 2006). Cette différence d’expression de la sous-

unité NR2B pourrait être une explication à l’atteinte différentielle de ces 

motoneurones.  

Cependant, de nombreuses autres atteintes des motoneurones ont été 

observées. En 2006, Kanai et ses collaborateurs démontrent, dans des 

motoneurones de patients, l’altération des propriétés électrophysiologiques, 

notamment une hyperexcitabilité axonale (Kanai et al., 2006). Une seconde équipe 

démontre une hyperpolarisation membranaire (Vucic et al., 2007). Ces altérations 

viennent confirmer les dysfonctionnements (Kuo et al. 2005) des canaux potassiques 

et sont des arguments pour une atteinte particulière des motoneurones dans la SLA.  

Les études sur les modèles animaux montrent dès l’âge embryonnaire une 

altération des propriétés électriques et morphologiques des motoneurones des souris 

SOD1(G93A) avec une hyperexcitabilité due à l’augmentation des courants entrants 

sodiques persistants (Kuo et al., 2005). Dans la période post natale, de P4 à P10, 

l’arborisation dendritique du modèle SOD1G85R, est défectueuse, la ramification et 

la croissance anormale des dendrites supposent un défaut dans la sélection et 

l’élagage des dendrites supplémentaires (Amendola, 2008; Amendola et al., 2007). 

Le possible retard de maturation dépendrait de la perturbation du transport axonal 
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dès l’âge embryonnaire et serait lié aux propriétés toxiques de la SOD1 mutée 

(Kieran et al., 2007). 

De nombreuses études ont mis en évidence, dans la SLA, une sensibilité des 

motoneurones à l’apoptose (mort programmée de la cellule) et cela dès la phase 

asymptomatique. Des travaux montrent une augmentation des marqueurs des voies 

de signalisation de mort cellulaire (Raoul et al., 2006) et une modulation des niveaux 

transcriptionnels et traductionnels de protéine anti-apoptotique (BCL2) et pro-

apoptotique (BAX) (Mu et al., 1996). 

Cette augmentation de sensibilité à l’apoptose est liée aux défauts de 

régulation du stress oxydant. Comme précédemment décrit, la protéine SOD1 est 

une protéine anti oxydante. Son gain de fonction toxique induit des agrégats, et les 

neurones doivent faire face à une augmentation très importante des radicaux libres 

oxygénés (ROS, Reactive Oxygen Species) (Halliwell, 2006). La perte des fonctions 

mitochondriales, diminution de la capacité de stockage de l’ion calcium (Ca2+), 

fragilise aussi les motoneurones (Higgins et al., 2003; Jung et al., 2002). De plus, la 

respiration mitochondriale ainsi que la synthèse d’ATP sont diminuées (Jung et al., 

2002). Cette diminution d’énergie est fortement délétère au motoneurone qui peine à 

actionner les pompes calciques pour l’efflux de Ca2+ cytoplasmique vers le milieu 

extracellulaire. Cette altération du système de régulation du stress oxydant est un 

des arguments pour expliquer la sensibilité préférentielle des unités motrices FF. En 

effet les unités motrices FR et S possèdent un système d’oxydation/réduction plus 

efficace, et sont donc moins sensibles au stress oxydant et à l’apoptose. 

 

4. Atteintes des jonctions neuromusculaires 

La faiblesse musculaire est une caractéristique évidente dans la SLA, mais 

différencier les atteintes nerveuses des atteintes musculaires est difficile. Une équipe 

a mis en place un protocole permettant de stimuler le muscle ou le nerf et a mesuré 

les cinétiques de contraction, la fatigabilité et la force du diaphragme ou du muscle 

soleus (Rizzuto et al., 2015). Dans les souris SLA, les jonctions neuromusculaires 

présentent des défaillances qui sont fonctionnellement séparées des atteintes 

musculaires. Ces données sur le stade tardif de la maladie complète une étude 
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réalisée en phase pré-symptomatique mettant en évidence une dénervation des 

JNM dès P47 (Fischer et al., 2004) et une diminution des plaques matures de type 

bretzel dans le soleus (Rizzuto et al., 2015). 

 

5. Atteintes des muscles 

L’atteinte musculaire est une des caractéristiques de la SLA. Cependant 

l’atrophie (diminution de la taille des fibres) et l’aplasie (diminution du nombre de 

fibres) ne sont décrites qu’à partir de P90 dans la souris. Ces atteintes induisent une 

diminution de la force motrice. Comme au niveau des motoneurones et des jonctions 

neuromusculaires, ce sont les muscles ayant des fibres rapides qui seront les plus 

touchés. Ainsi, pour les muscles du mollet, le tibialis, majoritairement composé de 

fibres de type IIb, présente une diminution de sa force contractile dès P40, alors que 

le soleus, majoritairement composé de fibres lentes, conserve sa force contractile. 

Des altérations des mitochondries ont été observées dans les fibres 

musculaires des patients SLA (Afifi et al., 1966). Ces altérations ont été retrouvées 

dans le modèle murin SOD1(G93A) (Leclerc et al., 2001). Les mitochondries 

présentent des vacuoles et s’accumulent au niveau des jonctions neuromusculaires 

(Zhou et al., 2010). Les dysfonctionnements mitochondriaux induisent une diminution 

de l’activité de la chaîne respiratoire et une chute de l’expression de la citrate 

synthase (Vielhaber et al., 2000), enzyme catalysant la première réaction du cycle de 

Krebs (Srere et al., 1973).  

Le stress oxydant est aussi retrouvé au niveau des fibres musculaires. Le gain 

de fonction toxique de la SOD1 entraîne, comme dans les motoneurones, un défaut 

de régulation et d’élimination des ROS (Gonzalez de Aguilar et al., 2008). 

L’accumulation de ces derniers dans le cytoplasme active l’autophagie, induit le 

déclenchement du stress oxydant des fibres avoisinantes (Zhou et al., 2010) et des 

motoneurones par transport rétrograde (Kraft et al., 2007). 

2. Les cellules gliales 

Les cellules gliales sont souvent définies comme des cellules de soutien aux 

neurones. Mais depuis quelques années, il a clairement été démontré qu’elles 
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avaient un rôle à part entière dans le maintien de l’homéostasie, la 

communication cellulaire, et la neurotransmission (Syková and Chvátal, 2000). Les 

cellules gliales peuvent être réparties en deux catégories : les cellules myélinisantes 

(cellules de Schwann, oligodendrocytes) et les cellules non myélinisantes (microglie, 

astrocyte). 

 

1. Cellules myélinisantes 

Les cellules de Schwann et les oligodendrocytes assurent la formation de la 

gaine de myéline, gaine entourant les axones pour permettre la conduction saltatoire 

de l’influx nerveux. Au niveau central, les oligodendrocytes participent à la survie des 

neurones via la sécrétion de GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) 

(Wilkins et al., 2003). Au niveau périphérique, les cellules de Schwann permettent un 

support synaptique et la régénération nerveuse (Chen et al., 2007; Woodhoo and 

Sommer, 2008). 

 

2. Atteinte des cellules myélinisantes dans la SLA 

Dans la SLA, des altérations des oligodendrocytes comme des cellules de 

Schwann ont pu être mises en évidence aussi bien chez les patients [modification de 

la myéline du faisceau pyramidal (Delisle and Carpenter, 1984)] que chez les souris 

[diminution du nombre d’oligodendrocyte dans la moelle épinière (Ito et al., 2009)].  

Au niveau périphérique, les patients SLA présentent une altération de la 

myéline (Perrie et al., 1993), observée aussi dans les modèles souris (Nonneman et 

al., 2014). Une souris chimérique a été réalisée avec une surexpression de la SOD1 

mutée exclusivement dans les cellules de Schwann ; la durée de vie et la locomotion 

de ces souris sont semblables à celles des contrôles (Turner et al., 2010). Une 

seconde souris chimérique a été réalisée, avec l’excision de la protéine SOD1 mutée 

exclusivement dans les cellules de Schwann, contre toute attente cette ablation 

accélère la pathologie (Lobsiger et al., 2009). La modulation de ces cellules induit 

une diminution de libération d’IGF-1 (insulin growth factor) et limite ainsi la pousse 
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axonale au niveau des jonctions dénervées. Les cellules de Schwann semblent 

résistantes à l’accumulation de la protéine SOD1 mutée. 

L’atteinte des cellules myélinisantes ne serait pas une des premières atteintes 

mais une cible secondaire de la pathologie. 

 

3. Cellules non myélinisantes 

On distingue deux grandes classes, la microglie et les astrocytes.  

La microglie est une sous-catégorie des cellules immunitaires. Une activation 

de la microglie peut être observée lors d’inflammation du système nerveux central, 

avec changement conformationnel et modulation du profil sécrétoire (Henkel et al., 

2009).  

Les astrocytes sont importants au développement et au fonctionnement des 

neurones. Ils sécrètent de nombreux facteurs neurotrophiques (Rothstein et al., 

1996). Ces cellules sont nécessaires aux motoneurones car elles sont le lieu de 

stockage du lactate, et permettent, via des pompes ioniques, le maintien de 

l’homéostasie du milieu extracellulaire. D’autre part, elles participent au bon 

fonctionnement de la fente synaptique. 

 

4. Atteintes des cellules non myélinisantes 

Une des caractéristiques de la SLA est une astrogliose réactionelle dans la 

moelle épinière (prolifération et activation des astrocytes) chez les patients mais 

aussi chez les souris (Hall et al., 1998; Kushner et al., 1991). L’astrogliose est un 

phénomène de préservation permettant la réparation des synapses et la 

neurogénèse. Mais dans le cas pathologique de la SLA, cette astrogliose serait 

délétère et participerait à la mort des motoneurones (Yamanaka et al., 2008).  

Les astrocytes permettent de capter le glutamate synaptique pour le convertir 

en glutamine, acide aminé non toxique pour les neurones (Rothstein et al., 1996), via 

la glutamine synthetase. Les astrocytes activés des souris SLA présentent une 

inefficacité de recaptage du glutamate, due à une diminution du nombre de 
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transporteurs EAAT2 à la membrane, et participent ainsi à l’amplification de 

l’excitotoxicité glutamatergique (Ferrarese et al., 2001). La SOD1 mutée catalyse 

l’oxydation de la partie C terminale cytosolique de EAAT2, induisant une inhibition 

post traductionnelle des transporteurs (Trotti et al., 1999).  

Les patients SLA présentent, au niveau des astrocytes, une diminution du 

transporteur du lactate MCT-1 (Monocarboxylate transporter-1). Le défaut de 

recapture du glutamate et une diminution d’entrée du glucose (Brekke et al., 2015; 

Magistretti, 2009), entraînent une chute de concentration du lactate dans les 

astrocytes. La quantité de lactate disponible, pour les motoneurones, est donc 

fortement diminuée. Pour permettre leur activité synaptique, la principale source 

d’énergie dépendra de la glycolyse aérobie. Cette adaptation induit une production 

de ROS, et rend les motoneurones plus sensibles au stress oxydant (Herrero-

Mendez et al., 2009).  

L’activation des astrocytes induit une surexpression des récepteurs AMPA 

(acide alpha-amino-3-hydroxy-5-méthl-4-isoxazolepropionique) dans les 

motoneurones. Ces derniers, perméables au Ca2+ (Van Damme et al., 2007), 

permettent l’augmentation du calcium intracellulaire, facteur d’activation 

d’autophagie. 

En plus de ces modulations particulières, le profil sécrétoire des astrocytes est 

aussi modulé. Une diminution des facteurs neurotrophiques, tels que BDNF, CNTF et 

GDNF, est observée chez les patients SLA (Ekestern, 2004). Ce qui entraîne une 

modulation de la survie et de la plasticité des neurones environnants (Wyman et al., 

1999). Une diminution du facteur angiogénique VEGF va moduler la croissance des 

neurites et la neurogénèse (Jin et al., 2002; Sondell et al., 2000), or dans la SLA, 

aussi bien chez les patients que dans le modèle souris SOD1(G93A), une diminution 

de VEGF a été observée (Lambrechts et al., 2003). L’ensemble de ces éléments 

favorise la dégénérescence spécifique et sélective des motoneurones.  

Les cellules gliales, malgré leur caractéristique de cellules de maintien, 

participent de manière secondaire à la mise en place de la pathologie et à 

l’aggravation des symptômes (Morrison et al., 2013). 

  



 

70 

 

5. 
 

Les patients SLA souffrent d’une diminution de la masse corporelle (Vaisman 

et al., 2009) associée à une diminution progressive des réserves lipidiques et de la 

masse musculaire (Bouteloup et al., 2009; Dupuis et al., 2011; Jawaid et al., 2010). 

L’indice de masse corporelle (IMC) est intimement corrélée avec la sévérité de la 

pathologie (O’Reilly et al., 2013). La compréhension de l’origine de 

l’hypermétabolisme, dont les causes ne sont pas encore identifiées, permettrait une 

avancée dans les possibilités de traitements. Ces symptômes suggèrent un 

dysfonctionnement métabolique dans la SLA. 

 

1. Perturbation de l’homéostasie du glucose 

dans la SLA 

La glycolyse est le métabolisme de dégradation du glucose. L’utilisation d’une 

molécule de glucose permet la formation de deux molécules de pyruvate, deux 

molécules d’ATP, deux molécules de NADH. Le Pyruvate peut avoir deux devenirs : 

soit entrer dans la mitochondrie et participer au cycle de Krebs, soit être converti en 

lactate. Le devenir à l’issue de ce carrefour dépend, au moins en partie, de l’état de 

phosphorylation de la PDH. 

La GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) permet la 

phosphorylation oxydative du glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3-

diphosphoglycérate. Il s’agit de la sixième étape de la glycolyse et la seule réaction 

d’oxydation réversible. L’étude de cette protéine, présente dans de nombreuses 

espèces, permet d’envisager le fonctionnement de la glycolyse dans un tissu donné. 

La PDH (pyruvate deshydrogenase) permet le passage du pyruvate dans la 

mitochondrie. Son état d’activation est inversement proportionnel à son état de 

phosphorylation. On dénombre quatre isoformes de kinase dédiées à la 

phosphorylation de PDH chez l’homme (PDK1, PDK2, PDK3, PDK4) (Popov et al., 
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1994). Seule l’isoforme PDK2 est exprimée dans une majorité de tissus. PDK1 

est spécifique des cellules cardiaques, PDK3 est exprimée dans les testicules et 

PDK4 est la sous-unité la plus abondante dans les muscles squelettiques. En plus de 

l’action des PDK, une autre classe d’enzyme participe à la régulation de la 

phosphorylation de PDH, ce sont les PDP (pyruvate dehyrogenase phosphatase). 

Ainsi, le devenir du pyruvate est finement régulé au niveau de l’entrée dans la 

mitochondrie.  

Mais pour permettre la dégradation du glucose en pyruvate, puis en ATP, le 

glucose doit d’abord être présent dans le cytoplasme. Au sein des muscles 

squelettiques, le transporteur majoritaire du glucose, permettant le passage de celui-

ci du milieu sanguin au milieu intracellulaire, est nommé GLUT4.  

1. Les transporteurs du glucose : GLUT4 

Au niveau des cellules musculaires, GLUT4 représente 90% des transporteurs 

du glucose (Holman et al., 1990; Marette et al., 1992). La distribution subcellulaire du 

récepteur au niveau des fibres musculaires est finement régulée et permet de 

moduler la captation du glucose cellulaire. Le passage de celui-ci, du milieu sanguin 

au milieu cytoplasmique, dépend du gradient de concentration, du nombre et de 

l’activité de GLUT4 à la membrane plasmique ou au niveau des tubules T. La 

modulation de la quantité et de l’activité de GLUT4 est dépendante, de l’insuline. Les 

transporteurs sont situés dans des vésicules sous membranaires. Les contractions 

musculaires ou l’activation de la voie insulinique vont permettre la translocation des 

récepteurs GLUT4 à la membrane (Douen et al., 1989; Hirshman et al., 1988; Klip et 

al., 1987; Roy and Marette, 1996) aussi bien au niveau des fibres oxydatives que 

glycolytiques (Dohm et al., 1993; Marette et al., 1992).  

La translocation de GLUT4 due à l’insuline est permise par l’activation de la 

voie PI3K/Akt (Cong et al., 1997; Hajduch et al., 1998; Kohn et al., 1996; Wang et al., 

1999), tandis que la translocation due à la contraction musculaire serait en partie 

initiée par l’augmentation de calcium intracellulaire (Holloszy et al., 1986). De 

nombreuses études ont mis en évidence l’effet combiné de l’insuline et de la 

contraction musculaire sur la translocation de GLUT4 avec un effet synergique des 

deux voies (Gao et al., 1994; Nagano et al., 1979; Pradat et al., 2010).  
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2. Altération du métabolisme glucidique dans la SLA. 

1. Les patients  

Une intolérance au glucose et une résistance à l’insuline ont été observées 

chez les patients SLA. L’origine de l’intolérance au glucose est controversée et 

pourrait être un symptôme spécifique de la maladie ou juste une conséquence de 

l’atrophie musculaire (Reyes et al., 1984). Il a aussi été suggéré que cette intolérance 

était associée à l’augmentation des niveaux d’acides gras circulants induisant la 

résistance à l’insuline (Pradat et al., 2010).  

En 1987, une étude a montré une diminution de l’utilisation du glucose au 

niveau du système nerveux central (CNS) dans les patients SLA (Dalakas et al., 

1987). De récentes études post mortem, montrent une accumulation du glycogène et 

du glucose dans la substance grise de patients SLA masculins (Dodge et al., 2013).  

 

2. Les souris  

Au niveau des modèles souris SOD1(G93A), un lien a été mis en évidence 

entre les défauts mitochondriaux et un défaut de la captation du glucose dans le 

CNS, diminuant ainsi la production d’ATP (Browne et al., 2006; Miyazaki et al., 

2012). La captation du glucose a été étudiée dans deux modèles différents : 

SOD1(G93A) (Fischer et al., 2004; Smittkamp et al., 2014) et SOD1(G86R) (Dupuis 

et al., 2004; Palamiuc et al., 2015). Les résultats mettent en évidence une 

augmentation, significative ou non, de la captation du glucose après une période de 

jeûne suivie d’une injection de glucose. 
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2. AMPK : carrefour métabolique régulant le 

métabolisme énergétique  

L’AMPK (Adénosine Mono Phosphate Protéine Kinase) est une des enzymes 

clés de la régulation de l’homéostasie énergétique (Richter and Ruderman, 2009), et 

intervient dans un ensemble de processus cellulaires qui lui donne un rôle central 

dans l’interaction des différents métabolismes énergétiques.  

AMPK est une protéine hétérotrimérique composée : d’une sous-unité 

catalytique (α), et deux sous-unités régulatrices (β et γ) (Carling et al., 2012; Hardie, 

2007), ayant différentes isoformes (α1 α2, β1 β2 et γ1 γ2 γ3). Chaque sous-unité est 

codée par un gène distinct, et permet, théoriquement, douze combinaisons 

hétérotrimériques αβγ différentes.  

Ces différentes combinaisons d’AMPK permettent d’envisager des propriétés 

tissus spécifiques. Ainsi dans le muscle humain la représentation majoritaire est 

l’hétérotrimère α2β2γ3 (Mahlapuu et al., 2004). 

La sous-unité α possède un domaine kinase, ainsi qu’un domaine d’auto-

inhibition et un domaine d’interaction avec les sous-unités β et γ. La localisation 

cytoplasmique et nucléaire de l’isoforme α2 permet de contrôler, par phosphorylation 

des facteurs de transcription, un certain nombre de gènes du métabolisme 

énergétique (Kawaguchi et al., 2002). 

Cette enzyme, régulée de façon allostérique, est stimulée par AMP et inhibée 

par l’ATP, sur le même site de fixation. Le ratio cellulaire AMP/ATP (Cheung et al., 

2000) permet la phosphorylation d’AMPK au niveau du résidu Thr172, sur la sous-

unité catalytique. La liaison d’AMPK à l’AMP, au niveau de la sous-unité γ, protège 

l’enzyme de déphosphorylation.  
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1. Rôles biologiques  

1. AMPK et métabolisme glucidique 

La protéine AMPK est liée au métabolisme glucidique dans son intervention 

dans la translocation de GLUT4 à la membrane. En effet, elle joue un rôle sur 

l’expression de TBC1D1 (TBC domain family 1), protéine régulant le taux de GLUT4 

à la membrane (Chen et al., 2011).  

 

2. AMPK et métabolisme lipidique 

Dans des cas de faible niveau d’énergie, AMPK inhibe la synthèse lipidique 

par phosphorylation de certaines enzymes telles que ACC1 (Acetyl CoA Carboxylase 

1) qui permet l’activation de CPTI (Carnitine Palmitoyl-Transferase I) enzyme 

favorisant la beta oxydation et la production d’énergie par lipolyse (Hardie and Pan, 

2002).  

 

 

Figure 6 : Représentation des différentes cibles d'AMPK (Grahame et al. 2014) 
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AMPK intervient aussi dans la régulation :  

- de la lipogenèse de novo via SREBP1 (Sterol regulatory element-

binding protein 1), et FAS (Fatty acid synthase) 

- du cholestérol via HMGCR (Hydroxy-methylglutaryl CoA Reductase) 

 

3. AMPK et autophagie  

L’AMPK joue un rôle dans l’initiation de l’autophagie en phosphorylant ULK1 

(Kim et al., 2011) et en inhibant l’activité de mTOR (mamalian target of rapamycin). 

L’ensemble de ces deux actions lui permet donc d’activer l’autophagie. 

 

2. AMPK et SLA 

Une augmentation de la phosphorylation d’AMPK a été observée dans la 

moelle épinière des souris SLA SOD1(G93A) dès le début des symptômes (Perera et 

al., 2014). Ces données sont retrouvées dans la moelle épinière des patients (Chen 

et al., 2015).  

Dans le modèle souris SOD1(G93A), l’activation d’AMPK avec de la metformin 

accélère la pathologie (Kaneb et al., 2011). A l’inverse, dans la même souche de 

souris, l’activation d’AMPK avec du latrepirdine ou du resvératrol montre une 

augmentation de la durée de vie, et un retard d’apparition des symptômes (Coughlan 

et al., 2015; Mancuso et al., 2014). Ces effets bénéfiques seraient dus à une 

amélioration de l’autophagie et de la biogénèse mitochondriale dans les 

motoneurones. 

D’autres études se sont intéressées aux cibles d’AMPK, notamment PGC1α 

(peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha). Une ablation 

de ce gène induit une aggravation de la pathologie (Eschbach et al., 2013), tandis 

qu’une surexpression est bénéfique (Liang et al., 2011). Ces effets bénéfiques ont pu 

être attribués à une activité de PGC1α au niveau de la moelle (Da Cruz et al., 2012) 

mais pas au niveau du muscle (Zhao et al., 2011). 
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Ainsi, la signalisation cellulaire d’AMPK semble jouer un rôle important 

dans la mise en place de la pathologie en modulant différentes voies métaboliques. 

 

3. Hypermétabolisme lipidique dans la SLA 

1. Les lipides : Les acides gras  

Les acides gras (AG) constituent une ressource en énergie non négligeable. 

En effet, le pouvoir calorifique d’un gramme d’AG est d’environ 37kJ contre 17 pour 

un gramme de glucose. Les AG sont stockés sous forme de triglycérides (TG), 

molécule composée de trois AG, d’une fonction ester et d’un glycérol. Les AG 

possèdent une chaîne carbonée allant de 4 à 36 carbones, au-delà de 14 carbones 

on parlera d’AG à longue chaîne. L’importante quantité de carbone confère à la 

molécule ses propriétés hydrophobes.  

 

1. Origines des acides gras  

Les AG utilisés dans le métabolisme énergétique proviennent de deux sources 

principales : une synthèse de novo (lipogenèse), ou de l’alimentation. Les deux 

processus sont complémentaires, car certains AG ne peuvent pas être synthétisés 

par l’organisme tels que les AG oméga3 (w3) et oméga6 (w6) mais n’en restent pas 

moins essentiel. 

 

2.  Transport des acides gras  

Les AG sont stockés au niveau du foie sous forme de TG. Ces derniers sont 

véhiculés jusqu’au tissu d’intérêt via des apolipoprotéines telles que les VLDL (very 

low density lipoprotein) ou les chylomicrons. Les AG se fixent aussi à l’albumine, 

permettant ainsi la libre circulation dans le sang et la facilité d’absorption au niveau 

des tissus. 
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Lorsqu’ils ne sont pas liés, les AG se retrouvent libres dans la cellule et 

peuvent être dégradés via la béta oxydation avant de rentrer dans le cycle de Krebs 

pour permettre la production d’ATP.  

 

3. La bêta-oxydation  

La β-oxydation, ou Hélice de Lynen, est la principale voie métabolique de 

dégradation des AG. Elle se déroule dans la matrice mitochondriale et correspond à 

des « tours » successifs permettant la production d’Acétyl-CoA. 

Pour permettre la dégradation des AG à longue chaîne, ces derniers doivent 

être activés avant d’être pris en charge par la carnitine acyl-transférase I (CPT I). 

Cette navette permet la conversion en acylcarnitine. Ce dernier se retrouve dans 

l’espace intermembranaire mitochondrial via une porine. L’entrée dans la 

mitochondrie se fait par l’action d’une enzyme fonctionnant comme un anti port, la 

carnitine acyl-translocase. Elle échange un acylcarnitine contre une molécule de 

carnitine, produit de la restitution du groupe acyl à un CoA sous l’action de la 

carnitine acyl-transférase II (CTP II). Une fois dans la mitochondrie, les AG se 

retrouvent pris en charge par le cycle de Krebs.  

Les AG sont donc la source d’énergie la plus rentable pour l’organisme, mais 

leur utilisation demande un laps de temps plus long que pour une molécule de 

glucose. 

2. Altération du métabolisme lipidique dans la SLA  

1. Les patients  

Une étude a mis en évidence une augmentation de la clairance lipidique chez 

les patients SLA (Chiò et al., 2009; Dorst et al., 2011; Dupuis et al., 2008; Lacomblez 

et al., 2002). Certaines lipoprotéines, notamment les HDL (Hight density lipoprotein) 

qui permettent le transport du cholestérol, sont diminuées tandis que le taux de 

triglycérides circulant est augmenté (Murai et al., 1983). De plus, une corrélation 

négative a été démontrée entre le niveau circulant de APOE (apolipoprotéine E) et la 

durée de vie (Lacomblez et al., 2002).  
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L’ensemble de ces résultats a amené à proposer aux patients un régime 

riche en lipide permettant une amélioration de l’état de santé des patients (Dupuis et 

al., 2004; Lehéricey et al., 2012). 

 

2. Les souris 

L’augmentation du métabolisme énergétique et la diminution de la masse 

corporelle induisent une balance énergétique négative qui n’est pas dépendant de la 

prise alimentaire (Dupuis et al., 2004). Ces variations se caractérisent par une 

clairance des triglycérides et diglycérides intramusculaires (Fergani et al., 2007) 

induisant une résistance à l’insuline. Ces analyses métaboliques suggèrent un 

hypermétabolisme lipidique, entraînant une diminution des réserves de lipides de 

l’ensemble de l’organisme.  

 

4. Altération du processus d’autophagie dans la 

SLA  

« Autophagie », mot issu du grec ancien, αυτο : soi-même et φαγειν : manger, 

est le processus par lequel une cellule va dégrader ses propres éléments pour 

combler une demande importante en énergie. On peut observer l’activation de 

l’autophagie lors du développement, de la différentiation cellulaire, de la survie 

cellulaire, du vieillissement, mais aussi lors des processus inflammatoires et des 

réponses immunitaires. Dans une situation basale, le niveau d’autophagie est 

relativement faible, il tend à augmenter lors d’un jeûne, d’un exercice physique ou 

bien lors de cas pathologiques (Levine and Kroemer, 2008).  

Le mécanisme de l’autophagie varie suivant la taille de l’élément à dégrader. 

Elle est divisée en trois sous parties : la micro-autophagie, l’autophagie dépendante 

des protéines chaperonnes (CMA ; chaperone-mediated autophagy) et la macro-

autophagie.  
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1. La micro-autophagie  

Utilisé pour la première fois en 1966 (De Duve and Wattiaux, 1966), le terme 

micro-autophagie décrit l’invagination de la membrane lysosomale pour enclaver des 

agrégats ou des constituants cytoplasmiques et les dégrader via les enzymes 

lysosomales (lipases, protéases, nucléases, glycosides hydrolases).  

 

2. L’autophagie dépendante des protéines 

chaperonnes (CMA) 

Les protéines, cibles de cette voie de dégradation, possèdent une séquence 

consensus KFERQ, ces séquences sont reconnues par les protéines chaperonnes 

HSC70 (heat schock cognate protein of 70 KDa) qui assurent l’adressage à la 

protéine LAMP-2A (lysosomal associated membran protein type 2A) (Cuervo and 

Wong, 2014) (Figure 7). La protéine est ensuite transloquée dans le lysosome où elle 

est ensuite dégradée par les hydrolases lysosomales.  

La CMA peut être activée en réponse au stress oxydant (Kiffin et al., 2004), ou 

lors d’un jeûne (Cuervo et al., 1995). Chez les rongeurs, durant les premières heures 

de jeûne (4 à 6h), il y a activation de la macro-autophagie, et à partir de 8h, il y a 

activation de la CMA, qui restera activée à son maximum durant trois jours.  

Figure 7 : Représentation de 
l’identification de la séquence consensus et 
adressage au lysosome dans la CMA (Cuervo 
et al. 2014) 
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3. La macro-autophagie  

La macro-autophagie permet la dégradation des protéines à longue durée de 

vie, les agrégats protéiques, les organites endommagés, les lipides ainsi que 

d’autres composés cellulaires. Elle sera désignée sous le nom d’autophagie dans la 

suite de la thèse. Elle est caractérisée par quatre étapes permettant une régulation 

fine de ce processus ; 1-l’initiation, 2-l’élongation, 3-la fusion, 4-la dégradation. A 

chaque étape, le complexe membranaire prend un nom particulier, on parle ainsi de 

phagophore, d’autophagosome, d’amphisome et d’autolysosome. Découverte en 

1963 par le professeur Duve à la suite d’observation de coupes en microscopie 

électronique, les autophagosomes et leur régulation ont fait l’objet de nombreuses 

études. Une trentaine de gènes a ainsi pu être identifiée chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae, comme participant au processus d’autophagie. Ils sont 

regroupés sous le terme Atg (autophagy related gene) (Klionsky et al., 2003; 

Tsukada and Ohsumi, 1993) et un bon nombre d’entre eux possèdent leur 

orthologue chez les mammifères. 

Tableau 3 : Liste des ATG des levures et correspondances avec les gènes des mamiffères  

(http://www0.nih.go.jp/niid/biochem/2nd/eautophagy8.html) 
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1. L’initiation 

La double membrane à l’origine de l’autophagosome proviendrait de 

différentes sources telles que la mitochondrie, l’appareil de Golgi ou bien le réticulum 

endoplasmique (RE) (Weidberg et al., 2011). La formation du phagophore dépend de 

deux principaux complexes protéiques faisant intervenir des protéines Atg : d’une 

part le complexe ATG1/ATG17 et ATG13, et d’autre part le complexe VPS34 

(vacuolar protein sorting 34), ATG14 et Beclin1 (Atg6). La formation de ces 

complexes est nécessaire à l’activation de VPS34, qui induit la production de PIP3 

(phospatidylinositol-3-phosphate), et à l’initiation de l’autophagie (Kroemer et al., 

2010; Mizushima et al., 2011). L’étude de l’initiation de l’autophagie dans des 

modèles cellulaires ou des modèles animaux, requiert l’utilisation d’inhibiteurs 

pharmacologiques des PI3K (phospatidylinositol-3-kinase). Les plus couramment 

utilisés sont la 3-méthyladénine (3-MA), la wortmannine, ou le LY294002 (2-

morpholin-4-yl-8-phenylchromen-4-one) (Blommaart et al., 1997; Wu et al., 2014). 

D’autres études utilisent des siRNA (small interfering RNA) invalidant le gène Beclin-

1 permettant ainsi l’inhibition de la formation des phagophores (Qu et al., 2007; Yue 

et al., 2003). 

 

2. L’élongation  

La deuxième phase est l’élongation du phagophore et la fermeture de ce 

dernier pour former l’autophagosome, une structure à double membrane, qui 

emprisonne les protéines ou organelles à dégrader. Deux systèmes « ubiquitin-like 

protein » interviennent dans ce processus. Le premier complexe, ATG12/ATG5, se 

lie de manière covalente grâce à la participation de ATG7/ATG10. ATG16L1 se lie au 

complexe de façon non covalente et lui donne des propriétés de ligase. Ce complexe 

va permettre la liaison entre ATG8 (MAP1LC3 microtubule-associated-protein 1 light 

chain3, nommée LC3B par la suite) et les phagophores (Mizushima et al., 2004). Le 

second complexe permet la formation d’un conjugué lipidique entre LC3B et de la 

phosphatidyléthanolamine (PE). La protéine pro-LC3B se trouve dans le cytoplasme, 

elle est clivée au niveau du COOH terminal par une protéase donnant ainsi la forme 

LC3B-I. LC3B-I se conjugue à la PE grâce à l’action de différents ATG pour aboutir à 
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la forme LC3B-II. LC3B-II s’associe à la membrane des autophagosomes et 

persiste même après la fusion au lysosome. Cette association stable et durable fait 

de LC3B-II un bon marqueur de l’étude de l’autophagie (Klionsky et al., 2003; 

Mizushima et al., 2004).  

LC3B intervient aussi comme protéine de liaison pour permettre la 

dégradation des agrégats ubiquitinylé. En effet, la protéine P62 (SQSTM1, 

sequestosome 1) complexe d’une part avec l’ubiquitine et d’autre part se fixe à LC3B 

pour permettre la dégradation des agrégats via l’autophagie (Larsen et al., 2010).  

 

3. Maturation et fusion 

Les autophagosomes se déplacent vers le centrosome, zone du cytoplasme 

riche en lysosome (Jahreiss et al., 2008) grâce au réseau de microtubules. Une 

altération de la polymérisation des microtubules, ou de la dynéine peut entraver 

l’autophagie. Les autophagosomes fusionnent dans un premier temps avec des 

endosomes précoces puis tardifs mettant en jeu les complexes COPI (Razi et al., 

2009) et ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) (Rusten and 

Stenmark, 2009). Le résultat de cette fusion, l’amphisome, fusionne par la suite avec 

les lysosomes pour donner les autolysosomes via les protéines SNAREs (soluble N-

ethylameleimide sensistive factor attachement protein receptor) (Stroupe, 2011). Les 

hydrolases acides, présentes sur la surface interne des lysosomes, permettent un 

abaissement du pH et la dégradation du contenu vésiculaire. Les macromolécules 

sont ensuite exportées dans le cytoplasme pour être recyclées.  

La fusion autophagosomes/lysosomes est une étape clé dans l’étude de 

l’autophagie. Ainsi l’utilisation de chloroquine, qui augmente le pH des lysosomes en 

neutralisant les protons, va inhiber la fusion des autophagosomes et des lysosomes 

et ainsi bloquer l’autophagie (Yoon et al., 2010). 
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4. Régulation de l’autophagie et voies de 

signalisation 

L’autophagie fait partie des processus majeurs de régulation de l’homéostasie 

cellulaire. Pour permettre le maintien de cette homéostasie plusieurs voies de 

signalisation sont impliquées. La voie mTOR (mamalian/mechanistic target of 

rapamycin) est l’une des plus étudiées (Kim et al., 2011). Parmi les autres voies de 

signalisation on peut citer à titre d’exemples AMPK et PI3K (Klionsky et al., 2012). 

 

1. mTOR 

mTOR est une voie de signalisation composée de deux complexes MTORC1 

(intervient dans la régulation de l’autophagie) et MTORC2 (intervient dans d’autres 

mécanismes cellulaires) (Hay and Sonenberg, 2004). MTORC1 est activé lorsque la 

quantité cytoplasmique en nutriment est élevée. Une fois activé, il empêche, par 

phosphorylation de ULK1/2 la formation du complexe ULK1/2-ATG13 (UNC-51-like 

kinase) inhibant ainsi la formation des phagophores. En cas de carence en acides 

aminés, mTOR est inactivé, il y a donc absence de phosphorylation de ULK1/2 et 

l’autophagie peut ainsi être induite. 

L’inhibition de mTOR par la rapamycine (Huang and Houghton, 2001), inhibe 

la phosphorylation de ULK1/2-ATG13 et permet la formation du complexe et 

l’élongation du phagophore. 

 

2. PI3K/Akt 

PI3K/Akt est une voie de signalisation étroitement liée à Bcl2 et mTOR. Elle 

est activée entre autres, par les voies de l’insuline et de la IGF-1 (insulin like growth 

factor 1). Son activation entraîne la phosphorylation de PI3K qui phopsphoryle à son 

tour Akt. Akt phosphorylé va activer mTOR (Ravikumar et al., 2010) et ainsi moduler 

l’autophagie. La phosphorylation d’Akt va induire une modulation transcriptionelle 

des gènes de l’autophagie en phosphorylant le facteur de transcription FoxO1/3a 
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(Forkhead box O1/3a) qui régule la transcription de différents gènes Atg dont 

LC3B (Zhao et al., 2007). 

 

3. AMPK 

En plus de son rôle, décrit plus haut dans le métabolisme énergétique, l’AMPK 

intervient dans la modulation de l’autophagie. La diminution du rapport AMP/ATP 

active AMPK. Cela permet de réguler positivement l’autophagie en activant le 

complexe ULK1/2-ATG13 et en inhibant mTORC1 (Wirth et al., 2013). AMPK module 

aussi l’autophagie au niveau traductionnel en activant FoxO1/3a (Greer et al., 2007). 

 

5. Autophagie et SLA 

Dans le cadre de la SLA, de nombreuses protéines, telles que TDP-43 ou 

SOD1, se retrouvent sous forme d’agrégats ubiquitinylés ou sous formes de corps de 

Bumina (voir I agrégats protéiques). Ainsi il a été montré, aussi bien chez la souris 

que chez les patients, que l’augmentation de l’autophagie améliore le trafic 

vésiculaire par diminution des agrégats protéiques (Li et al., 2008; Morimoto et al., 

2007; Sasaki, 2010; Zhang et al., 2011). L’étude d’expression protéique de LC3B a 

permis de mettre en évidence une augmentation de la forme LC3BII au cours du 

temps. Pour appuyer ce résultat une étude de la phosphorylation de mTOR a été 

réalisée sur des coupes de moelle épinière. Le nombre de motoneurones présentant 

une phosphorylation de mTOR est fortement diminué dans les souris SOD1(G93A). 

Une autre étude montre une augmentation de l’expression des protéines de 

l’autophagie dans les muscles de souris SOD1(G93A) (Xiao et al., 2015). Le niveau 

d’expression de LC3B met en évidence une augmentation de l’autophagie dans ce 

modèle. 

Cependant, une augmentation de l’autophagie dans la SLA reste 

controversée. En 2013, Crippa et collaborateur mettent en évidence une diminution 

de l’autophagie dans le même modèle (Crippa et al., 2013).  

Les données montrant une augmentation de l’autophagie sont exclusivement 

réalisées au niveau protéique (Xiao et al., 2015; Zhang et al., 2011) alors que la 
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donnée montrant une diminution de l’autophagie dans la SLA est exclusivement 

réalisée en étudiant les transcrits des protéines (Crippa et al., 2013).  

Les traitements, pour activer ou inhiber l’autophagie, ne permettent pas, 

aujourd’hui, de conclure. L’inhibition de l’autophagie par injection de rapamycine 

dans le modèle souris SOD1(G93A) induit une augmentation de la dégénérescence 

des motoneurones, ainsi qu’une diminution de la performance musculaire 

(Bhattacharya et al., 2012; Zhang et al., 2011). Mais un traitement au lithium, drogue 

activant l’autophagie, montre le même type de résultat (Fornai et al., 2008; 

Pizzasegola et al., 2009).  

Les défauts d’autophagie dans la SLA semblent être plus complexes qu’une 

simple augmentation ou diminution de l’activité.  

Certains gènes associés à la SLA sont des gènes intervenant dans la 

régulation de l’autophagie (Cox et al., 2010; Ferguson et al., 2009; Rubino et al., 

2012; Teyssou et al., 2013). La présence de mutation, notamment au niveau du gène 

SQSTM1/P62, amène une nouvelle hypothèse dans la pathologie, celle d’une 

altération de l’autophagie, indépendante des agrégats protéiques.  

Une équipe a travaillé sur la relation causale entre Beclin1 et le 

développement de la pathologie (Nassif et al., 2014). Ils ont élaboré une souris 

SOD1(G86R) Beclin1 +/-, les souris double KO n’étant pas viables. La création d’une 

souris SOD1(G86R) sous-exprimant Beclin1 a permis de mettre en évidence l’effet 

délétère de la surexpression, d’environ 25 fois, de la protéine Beclin1. Ce modèle 

souris présente une augmentation de la durée de vie d’environ 10 jours, mais l’âge 

d’apparition des symptômes reste inchangé Leurs travaux concluent à une 

dérégulation de l’autophagie au niveau de l’initiation par fixation de la protéine SOD1 

au niveau du complexe Bcl2/Beclin1 induisant une augmentation de la stabilité du 

dimère. 
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5. Conclusion métabolisme énergétique 

Ainsi l’ensemble de ces atteintes métaboliques pourrait être à l’origine de la 

désorganisation des jonctions neuromusculaires dans la SLA (Holl et al., 2008) et de 

la perte sélective des unités motrices rapides (Frey et al., 2000; Hegedus et al., 

2007; Pun et al., 2006; Saxena et al., 2009). Les fibres de type I utilisent 

préférentiellement un métabolisme lipidique et seraient, dans un premier temps, 

préservées de la dénervation.  

Les atteintes observées sur le muscle squelettique font de ce dernier une cible 

thérapeutique possible. Un des moyens pour induire la stimulation musculaire et 

permettre une amélioration dans la pathologie serait l’exercice physique. 
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6.  

L’exercice physique est connu pour avoir des bienfaits sur l’organisme au 

niveau de métabolisme énergétique, du bien-être, améliorant ainsi la qualité de vie 

corporelle et intellectuelle.  

D’autre part, la stimulation électrique due aux contractions permet une 

stimulation plus importante des unités motrices, avec une réadaptation du 

métabolisme énergétique des cellules concernées. 

Au vue de la littérature, la SLA présente, aussi bien dans la pathologie 

humaine que dans les modèles animaux, des faiblesses musculaires, des défauts du 

métabolisme et une activité physique amoindrie. 

L’exercice physique est actuellement conseillé dans de nombreuses maladies 

neurodégénératives, telles qu’Alzheimer ou Parkinson, (McCrate and Kaspar, 2008), 

permettant une amélioration de l’état de santé des patients due aux stimulations 

intenses des unités motrices. 

 

1. L’exercice physique dans les maladies 

neurodégénératives 

L’exercice physique semble donc être une potentielle voie de traitement en 

permettant la stimulation musculaire et l’augmentation du métabolisme énergétique. 

De nombreuses études ont montré une relation entre une activité physique 

soutenue et le déclenchement de la SLA (Harwood et al., 2009; Longstreth et al., 

1991). Ainsi l’incidence de la SLA serait plus élevée (environ 50 fois) chez les 

footballeurs américains (Abel, 2007) ou italiens (Taioli, 2007) avec une apparition 

plus précoce des symptômes. Cependant, des facteurs toxiques pourraient être un 

second facteur déclenchant, telles que les cyanobactéries présentes  sur les 

pelouses des stades italiens, et pourraient être en partie responsables de 

l’augmentation de l’incidence (Stipa et al., 2006). De plus, l’utilisation de substances 
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dopantes dans les milieux sportifs constituerait un facteur de risque de 

développer la SLA (Beretta et al., 2003). 

Dans le cas de la SLA, les micros lésions musculaires, lors des exercices 

physiques, pourraient fragiliser les fibres et les rendraient plus sensibles à la SLA. Au 

niveau des motoneurones, l’activation électrique de manière excessive pourrait 

augmenter le sodium cytoplasmique et engendrer une augmentation du phénomène 

d’excitotoxicité glutamatergique (Kiernan, 2009). D’autre part, certains gènes, connus 

pour être régulés durant l’exercice physique, sont des gènes associés au 

développement de la SLA (Bray, 2000), notamment le gène SOD1 permettant la 

détoxification des cellules.  

Cependant, en 2005 de nouvelles études épidémiologiques montrent une 

absence de corrélation entre exercices physiques et déclenchement de la SLA 

(Valenti et al., 2005; Veldink et al., 2005), mais l’utilisation de l’exercice physique 

comme traitement palliatif est considérée comme néfaste pour les patients SLA 

(Harwood et al., 2009), cela induirait potentiellement une augmentation du stress 

oxydant, l’une des raisons invoquées dans la mort cellulaire des MN dans la SLA.  

L’ensemble de ces données suggère un effet délétère de l’exercice physique 

dans le cadre de la SLA (Chen et al., 2008; Lisle and Tennison, 2015). 

 

2. Adaptations physiologiques { l’exercice 

physique 

L’exercice physique peut être caractérisé par son type de contraction 

(isométrique, concentrique...), sa durée, sa fréquence, son intensité et 

l’environnement (par exemple la modulation du taux de dioxygène suivant l’altitude 

change les caractéristiques d’un exercice). Les exercices peuvent être classés 

suivant le type d’activité (endurance ou résistance) et le niveau (faible, modéré, 

intense).  

Cependant, malgré un même type d’exercice physique et un même niveau, la 

réponse de l’organisme va être variable d’un individu à l’autre, car elle dépend 
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partiellement des capacités intrinsèques de l’individu, et de la répartition des 

différents types de fibres des unités motrices utilisées (Bray, 2000). 

 

1. Plasticité du muscle { l’exercice physique 

La contraction musculaire induit de nombreuses modulations au sein du 

muscle pour permettre à ce dernier de s’adapter à la charge de travail. Suivant le 

type de stimulation nerveuse, d’exercice, de contraintes mécaniques, d’intensité ou 

de réponse hormonale, la typologie et le métabolisme énergétique vont évoluer 

changeant ainsi la structure du muscle (Roy and Marette, 1996). Ces modifications 

vont dépendre de la composition initiale du muscle et de sa répartition en fibres 

lentes/fibres rapides (Pette and Staron, 2000). Une session d’exercice unique suffit à 

changer l’expression de gènes impliqués dans les fonctions cellulaires, induisant 

ainsi des modulations musculaires dès la première séance (McKenzie and Goldfarb, 

2007). 

 

1. Modulation de la typologie musculaire  

Les études des effets de l’exercice physique sur la typologie musculaire ont 

permis de mettre en évidence des adaptations de la typologie musculaire (Pette and 

Staron, 2000). La stimulation nerveuse permet une modulation des flux calciques et 

la libération d’Ach au niveau de la JNM. Une libération de Ca2+ au niveau du RE 

permet l’activation de gènes tels que NFAT (nuclear factor of activated T cells), ou 

l’activation de facteurs myogéniques tels que MYOD, MRF4 (myogenic regulatory 

factor type 4), myogenin, MYF5 (Siu et al., 2004) régulant ainsi l’expression des 

différents types de myosine. Les concentrations des différents facteurs myogéniques 

sont impliquées dans l’expression de la typologie musculaire lente ou rapide (Hughes 

1993) et, dans l’augmentation des capacités oxydatives du muscle (Miller, 1991) en 

réponse à l’entraînement.  
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Exercice d’endurance  

L’exercice d’endurance est caractérisé par une augmentation de la proportion 

de fibres lentes et de la vascularisation des muscles locomoteurs (Salmons and 

Vrbová, 1969). Une augmentation de la densité mitochondriale est observée 

induisant une augmentation de consommation d’oxygène. La transition des fibres 

rapides glycolytiques en fibres-IIa, plus oxydatives, est possible par la modulation du 

métabolisme énergétique (Schluter and Fitts, 1994), de la variation de l’expression 

des MyHC et de la surexpression de gènes tels que PPAR (peroxysome proliferator 

activated receptor) ou PGC1α (PPAR gamma coactivateur-1 alpha) (Lin et al., 2002; 

Russell et al., 2003). PGC1α active l’expression de certaines enzymes de la chaîne 

respiratoire, module la phosphorylation oxydative par régulation des gènes Oxphos 

et UCP (uncoupling protein) (Puigserver and Spiegelman, 2003). L’ensemble de ces 

modulations permet d’accroître la résistance à la fatigue lors de hautes fréquences 

de stimulations nerveuses sur un temps relativement long.  

 

Exercice de résistance 

L’exercice de résistance augmente la proportion des fibres rapides par une 

stimulation des cellules satellites. Il permet aussi un accroissement de la surface 

induisant l’hypertrophie musculaire facilement observable lors d’exercices de 

musculation (Dudley, 1988; Mikesky et al., 1991). Une diminution de la densité 

mitochondriale est observée, amenant ainsi le muscle dans un métabolisme plus 

anaérobie. L’expression de facteurs myogéniques est, elle aussi modulée (Hoppeler 

and Fluck, 2003) et c’est la sous-unité b de PGC1α qui est activée (Yoshioka et al., 

2009), permettant l’adaptation du muscle aux stimulations nerveuses de plus forte 

intensité mais sur un temps plus restreint.  

 

2. Modulation due au stress mécanique 

Un exercice physique peut induire de micros lésions musculaires  engendrant 

des processus inflammatoires (Clarkson, 1992; Jones et al., 1986; Kuipers, 1994). 

Ces micros lésions sont des ruptures de la membrane plasmique. Une augmentation 
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de protéine musculaire dans le sang et un accroissement du taux de Ca2+ 

cytoplasmique dans les cellules musculaires, induisent la mise en place de 

processus régénératifs avec activation des cellules satellites et augmentation de 

facteurs trophiques (Bamman et al., 2004) et myogéniques (Ferraiuolo et al., 2009). 

Durant l’inflammation, la sécrétion de certaines myokines est augmentée, activant 

ainsi le recrutement des cellules du système immunitaire dont leur origine, 

musculaire ou sanguine, reste à déterminer (Arnold et al., 2011). Des adaptations du 

profil génique des muscles squelettiques permettent la surexpression des gènes 

codant pour les protéines de choc thermique (HSP), facilitant la réparation des 

micros lésions (Morton et al., 2009). Ces adaptations se produisent pendant 

l’exercice et certaines durent pendant plusieurs heures permettant une protection 

contre de nouveaux dommages cellulaires. 

 

2. Adaptation au stress oxydant  

L’exercice physique génère un stress oxydant, en produisant des ROS dont la 

concentration dépend de l’intensité et du type d’exercice physique (Gomez-Cabrera 

et al., 2009). Un type d’exercice d’endurance, tel que la course, utilise 

préférentiellement un métabolisme oxydatif et engendrera une production massive de 

ROS (Davies and White, 1982). L’ensemble des mécanismes antioxydants seront 

donc activés (Banerjee et al., 2003; Gomez-Cabrera et al., 2009), permettant une 

adaptation physiologique à l’exercice. A l’issu d’un exercice physique, il a été montré 

que le taux de radical hydroxyle est diminué dans le sang (Itoh et al., 1998) et que 

les entraînements réguliers permettent d’améliorer la résistance des muscles au 

stress oxydant (Radak et al., 2002).  

Une des voies utilisées, pour permettre la régulation des ROS est la 

modulation du facteur de transcription PGC1α par la voie Ca2+/calmoduline (Tiraby 

and Langin, 2005). PGC1α intervient dans la régulation de la biogenèse des 

mitochondries, il est donc largement exprimé dans les muscles préférentiellement 

oxydatifs avec une plus forte proportion de fibres lentes. L’expression de PGC1α 

augmenterait en parallèle de l’intensité de l’exercice physique (Stepto et al., 2012) et 
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serait directement corrélé à l’activation d’AMPK, un puissant modulateur du 

métabolisme énergétique (Egan et al., 2010). 

 

3. Adaptation du métabolisme énergétique  

1. Régulation hormonale 

La leptine 

La leptine est une hormone sécrétée par le tissu adipeux blanc, l’estomac et 

les muscles. Elle active les voies anorexigènes et inhibe les voies orexigènes, cela 

induit un phénomène de satiété et diminue la prise alimentaire (Misra and Garg, 

1996). Ce sont les cellules adipeuses qui produisent le plus de leptine, ainsi elle est 

modulée par la variation des réserves de graisse, et participe au contrôle de la 

glycémie. En effet elle diminue la sécrétion d’insuline, active AMPK induisant ainsi de 

nombreuses modulations (Richter and Ruderman, 2009). Les plus notables sont une 

augmentation de la température corporelle par activation des UCP, et induction 

préférentielle de la béta oxydation dans le muscle squelettique. 

Suivant le type d’exercice physique, le taux de leptine est modulé (Essig et al., 

2000; Karamouzis et al., 2002). Lors d’un exercice de résistance intense, il est 

diminué, activant la prise alimentaire pour permettre la restitution des ressources 

énergétiques. Lors d’un exercice d’endurance, il est augmenté, augmentant la 

thermogenèse (Gomez-Merino et al., 2002) et optimisant la consommation 

d’oxygène. Cependant une augmentation du taux de leptine empêche l’hypothermie, 

processus favorisant la récupération, protégeant les neurones de la mort cellulaire et 

diminuant le stress oxydant.  

 

IGF-1 ; insulin growth factor 1 

L’IGF-1 est un facteur de croissance peptidique de structure proche de 

l’insuline. Il est majoritairement sécrété par le foie mais les cellules gliales, les 

cellules musculaires et les cellules tumorales peuvent en produire en faible quantité 

(Laron, 2001). L’IGF-1 régit les mécanismes de contrôle du métabolisme cellulaire et 
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influence la balance énergétique (Chitnis et al., 2008). Il stimule directement 

l’homéostasie du glucose au même titre que l’insuline. La fixation de l’IGF-1 à son 

récepteur permet l’activation de trois voies de signalisation, PI3K/Akt, ERK et 

JAK/STAT (Chitnis et al., 2008). Cela lui confère un rôle neuromodulateur dans la 

formation des JNM à l’âge adulte (Bilic et al., 2006; Ozdinler and Macklis, 2006). Il 

intervient aussi au niveau de la réponse inflammatoire lors du recrutement des 

cellules gliales et leur prolifération (De Paula et al., 2014). Enfin, via la voie PI3K/Akt, 

il stimule la prolifération et différentiation des cellules musculaires ainsi que 

l’utilisation du glucose via la fermentation lactique (Chin et al., 2009). 

Lors d’un exercice physique, l’expression d’IGF-1 est fortement stimulée. Ce 

dernier est l’un des médiateurs les plus importants dans les bénéfices d’un exercice 

physique à plus ou moins long terme (Suikkari et al., 1989). La signalisation 

intracellulaire d’IGF-1 induit un effet neuroprotecteur aussi bien au niveau des 

motoneurones que du système nerveux central (Carro et al., 2001). L’expression 

d’IGF-1 avec l’exercice physique serait lui-aussi dépendant de l’intensité (Llorens-

Martín et al., 2010; Trejo et al., 2008). 

 

2. AMPK  

L’AMPK se trouve activé dans de nombreux cas : la contraction musculaire 

ainsi que la leptine sont deux de ces stimuli activateurs (Tosca et al., 2008). Durant 

l’exercice physique, la consommation d’énergie module le ratio AMP/ATP, ce qui 

active AMPK aussi bien chez l’homme que chez le rongeur (Narbonne and Roy, 

2009). Cette activation favorise la glycolyse, la béta-oxydation et ralentit les voies 

consommatrices d’ATP telles que la synthèse de protéines.  

L’intensité et le type d’exercice peuvent moduler les ressources énergétiques 

utilisées, qui sont directement liées à l’état de phosphorylation d’AMPK. Dans le cas 

d’un exercice d’intensité modérée, les fibres musculaires sollicitées stimulent AMPK 

au niveau de sa sous-unité α2 (Chen et al., 2003), ce qui a pour conséquence une 

sécrétion de catécholamines activant la lipolyse des triglycérides (Duncan et al., 

2007). Les AG libérés dans le sang permettent un rétablissement de l’homéostasie 

énergétique. Dans le cas d’un exercice de plus forte intensité, une adaptation des 
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isoformes de myosine permettra l’utilisation préférentielle d’un métabolisme 

glycolytique (Chen et al., 2003).  

4. Autophagie et exercice physique  

L’exercice physique est reconnu pour activer l’autophagie (Dagon et al., 2015; 

He et al., 2012; Smiles et al., 2015; Ulbricht et al., 2015). Plusieurs voies d’activation 

ont été démontrées, ainsi He et collaborateurs suggèrent une activation de 

l’autophagie par l’exercice physique, via la disruption du complexe BCL2/Beclin1. En 

effet, les protéines anti-apoptotiques, de la famille de BCL2 (B-cell lymphoma), 

peuvent interagir avec la protéine Beclin1 qui intervient dans l’initiation de 

l’autophagie. Lors de la dissociation du complexe BCL2/Beclin1, Beclin1 est libre 

d’interagir avec PI3K et ainsi stimuler l’autophagie (He et al., 2012). Une autre étude 

suggère l’activation de l’autophagie par phosphorylation d’AMPK stimulant l’initiation 

par phosphorylation d’ULK1/2 (Schwalm et al., 2015). 

Lors d’un phénomène de jeûne, l’autophagie est augmentée, pour permettre 

de répondre aux besoins cellulaires. Jamart et collaborateurs montrent une 

augmentation de l’autophagie plus importante lors d’un exercice à jeun (Jamart et al., 

2013). Ces données suggèrent que, l’exercice physique active l’autophagie par un 

processus différent de celui de la carence alimentaire.  

 

3. L’exercice physique dans la SLA  

L’exercice physique a un rôle préventif dans les maladies cardiovasculaires, 

permet une amélioration de la  neurogenèse adulte et joue un rôle dans 

l’amélioration du système immunitaire (Kruk, 2009). 

Dans des contextes neurodégénératifs, l’exercice physique réduirait les 

troubles neurologiques et diminuerait la neurodégénérescence. Il serait aussi une 

méthode efficace pour la récupération des fonctions motrices. Ces améliorations ont 

pu être démontrées sur un modèle souris ayant subi une lésion de la moelle épinière, 

un exercice de marche volontaire en roue a permis le rétablissement des fonctions 

motrices et de la régénération du nerf sciatique (Engesser-Cesar et al., 2005). 
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L’utilisation de l’exercice physique dans des modèles souris de maladie 

neurodégénérative a montré des résultats encourageants sur les modèles souris de 

neuropathie motrice progressive (Ferrer-Alcon et al., 2008), sur la maladie 

d’Alzheimer (Adlard et al., 2005), d’Huntington (Pang et al., 2006) et de Parkinson 

(Fischer et al., 2004).  

Dans notre laboratoire, des exercices physiques adaptés (roue motorisée) 

pour l’amyotrophie spinale infantile (SMA) ont été mis en place. Les résultats sur un 

modèle murin de SMA ont montré une amélioration de la durée de vie des 

souriceaux, une augmentation de la force motrice et de l’activité spontanée 

(Grondard et al., 2005). 

Malgré le grand nombre d’études réalisées sur les modèles murins ou sur les 

patients, les effets de l’exercice physique dans la SLA restent soumis à controverse.  

 

1. Programme d’exercice physique chez les patients 

SLA 

La stimulation motrice des patients par des exercices adaptés n’a pas permis 

de mettre en évidence un apport notifiable sur la qualité de vie, la fatigue ou la force 

musculaire (Bello-Haas et al., 2007; Drory et al., 2001; Patel and Hamadeh, 2009). 

Une stimulation des muscles respiratoires a permis une amélioration significative des 

fonctions respiratoires (Cheah et al., 2009; Pinto et al., 1999). 

 

2. Exercice physique et modèle murin 

Les expériences d’exercice physique sur les modèles souris SLA montrent 

des résultats contradictoires. D’une part, un entraînement en course forcée sur tapis 

roulant montre des effets bénéfiques sur l’évolution de la pathologie ou la durée de 

vie, suivant le sexe de l’animal et le modèle souris (Kirkinezos et al., 2003; Veldink et 

al., 2005). D’autre part un exercice, avec augmentation progressive de la vitesse, 

montre une accélération du développement de la pathologie (Mahoney et al., 2004). 
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Dans le cas d’un exercice volontaire sur roue non motorisée, un 

ralentissement de la pathologie et une amélioration des capacités motrices sont 

observables (Kaspar et al., 2005). Le nombre d’heures de disponibilité de la roue est 

un facteur évolutif dans ce protocole. L’amélioration des symptômes est corrélée au 

temps d’accès à la roue. Ainsi l’exercice de course doit être suffisamment long pour 

avoir un effet significatif sur la pathologie.  

La neuroprotection induite par l’exercice de course ne serait que transitoire. 

En effet le nombre de motoneurones spinaux est significativement plus important 

vers P90 dans des souris SLA entraînées (Carreras et al., 2010). Tandis qu’en fin de 

vie, vers P120, il n’y a plus de différence sur le nombre de motoneurones entre 

souris SLA sédentaires et entraînées. 

Dans la SLA, les patients présentent d’une part un taux d’IGF-1 relativement 

bas (Bilic et al., 2006; Torres-Aleman et al., 1998), et d’autre part une augmentation 

de l’expression des récepteurs à l’IGF-1 (Adem et al., 1994). Ces mêmes 

observations ont été retrouvées dans les modèles murins de SLA (Wilczak et al., 

2003). Des traitements, à base d’injection d’IGF-1, ont permis un maintien des 

fonctions motrices et une augmentation de la durée de vie (Nagano et al., 2005; 

Narai et al., 2005). L’injection intramusculaire de vecteurs permettant la 

surexpression de l’IGF-1, dans un modèle souris SOD1(G93A), montre une action 

synergique de l’exercice physique et d’IGF-1. Cela a permis de mettre en évidence 

que la neuroprotection due à l’exercice physique était indépendante du taux d’IGF-1 

(Kaspar et al., 2005). 

 

3. Effets différents de l’exercice de nage et l’exercice 

de course 

Au laboratoire, une caractérisation des effets de l’exercice physique a été 

mise en place sur un modèle murin SOD1(G93A) (Deforges et al., 2009). Les effets 

d’un exercice de course ont été comparés aux effets d’un exercice de nage.  

L’exercice de course, de faible intensité et d’amplitude, se rapproche d’un 

exercice d’endurance (Grondard et al., 2008). 
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L’exercice de nage à contre-courant, de forte intensité et d’amplitude, se 

rapproche d’un exercice de résistance, induisant une augmentation de la 

fermentation lactique (Grondard et al., 2008) 

Ces expériences ont permis de conclure à l’amélioration de l’état général des 

souris après un exercice de nage avec un maintien du poids, des capacités motrices 

et une augmentation de la durée de vie. Cet exercice stimule préférentiellement les 

unités motrices FF, en activant les motoneurones de larges surfaces, cibles 

sensibles de la SLA. L’étude de la moelle épinière montre un maintien relatif du 

nombre de motoneurones par rapport aux SLA sédentaires et SLA entraînées à la 

course. Une diminution de l’apoptose et de l’atrophie musculaire, un maintien des 

JNM, et une réorganisation des types de fibres musculaires, sont autant de 

paramètres permettant de conclure à l’aspect bénéfique d’un exercice de nage.  

Or, l’exercice de nage est un exercice de forte intensité, ces résultats sont 

donc en contradiction avec l’hypothèse selon laquelle, un exercice d’intensité modéré 

serait bénéfique tandis qu’un exercice de forte intensité serait délétère (Mahoney et 

al., 2004).  

Ainsi deux hypothèses peuvent prévaloir sur l’utilisation de l’exercice dans la 

SLA. La première serait une accélération de la pathologie avec l’augmentation du 

stress oxydant, ce qui rendrait les cellules plus sensibles et la mort motoneuronale 

inévitable. La seconde serait une adaptation progressive de l’organisme permettant 

une meilleure gestion des radicaux libres et une utilisation optimisée des ressources 

énergétiques limitant ainsi la progression de la pathologie. 
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7.  

Il est reconnu que l’exercice physique, pratiqué par un individu sain, est 

bénéfique (Kavanagh, 1983; Pacy et al., 1986; Ritland, 1988) Une augmentation des 

capacités cognitives et physiques a permis aux chercheurs d’envisager l’exercice  

physique comme une thérapeutique possible dans les maladies neurodégénératives. 

Ainsi, dans les modèles murins, de nombreuses études ont été réalisées sur les 

maladies d’Alzeihmer, de Parkinson (Goodwin et al., 2008; Hamer and Chida, 2009), 

ou d’amyotrophie spinale infantile (Grondard et al., 2005) et montrent, généralement, 

l’apport bénéfique de l’exercice physique dans un contexte pathologique. 

 

Dans la situation actuelle des recherches sur la SLA, les données sur 

l’exercice physique sont controversées. Des études épidémiologiques mettent  en 

évidence une augmentation de la prévalence de la SLA chez les sportifs de haut 

niveau (Beghi et al., 2006; Chio et al., 2009; Gotkine et al., 2014). A l’inverse de 

certaines autres maladies neurodégénératives, l’exercice physique ne semble pas 

être, ici, bénéfique.  

 

Cependant les atteintes métaboliques des patients, telles que l’intolérance au 

glucose, l’hypermétabolisme lipidique, et la résistance à l’insuline (Pradat et al., 

2010), sont des symptômes traités par l’exercice physique dans une autre maladie 

telle que le diabète (Jette, 1984; Yardley et al., 2013).  

Les études sur l’exercice physiques, réalisées chez les patients ne montrent 

pas d’amélioration des symptômes (Pinto et al., 1999), exceptée une qui, par une 

stimulation des muscles respiratoires, améliore la durée de vie et les fonctions 

respiratoires (Cheah et al., 2009). Ainsi, suivant les muscles stimulés, l’exercice 

physique peut, malgré tout, être bénéfique. 

En parallèle, des chercheurs ont réalisés des exercices physiques sur des 

modèles murins. Les résultats divergent suivant les études et les types de 

stimulation. En 2004, Mahoney et collaborateurs, mettent en évidence un effet 
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différentiel de l’exercice physique suivant l’intensité pratiquée (Mahoney et al., 

2004). Un exercice de course à faible intensité semble bénéfique, alors que le même 

exercice à forte intensité semble délétère. Cependant d’autres équipes montrent un 

effet bénéfique de l’exercice de course (Kaspar et al., 2005; Kirkinezos et al., 2003) 

mais la notion d’intensité n’est pas étudiée. En 2009, le laboratoire publie des 

travaux mettant en opposition deux types d’exercice distincts, aussi bien sur 

l’intensité que sur le métabolisme utilisé. Un exercice de course d’intensité modérée, 

stimule préférentiellement un métabolisme oxydatif, tandis qu’un exercice de nage de 

forte intensité stimule préférentiellement un métabolisme glycolytique anaérobie 

(Deforges et al., 2009). Les résultats mettent en évidence les bénéfices de l’exercice 

de nage, induisant une neuroprotection et une amélioration de l’état général des 

souris (poids, durée de vie, capacités motrices…). Ce résultat va à l’encontre de 

l’hypothèse de Mahoney et collaborateurs, sur l’effet délétère d’un exercice physique 

de forte intensité. Les données suggèrent que, suivant le type d’exercice physique, la 

stimulation musculaire et nerveuse varie, et qu’elle peut être à l’origine d’un effet 

bénéfique dans l’exercice physique.  

Les modulations induites par l’exercice physique sont aussi bien musculaires 

que métaboliques et les effets d’un exercice physique sont observables dès le 

premier entraînement (McKenzie and Goldfarb, 2007).  

Cependant aucune étude ne s’est intéressée à l’adaptation du métabolisme 

énergétique due à l’exercice physique dans un modèle souris de SLA. Des études 

ont été réalisées sur le métabolisme énergétique des souris SLA. En accord avec les 

observations faites chez les patients (Piquet, 2006), les modèles souris présentent 

un hypermétabolisme lipidique et une altération du métabolisme énergétique (Dupuis 

et al., 2004; Fergani et al., 2007; Palamiuc et al., 2015). Une équipe a montré que la 

modulation pharmacologiquede PDH, par inhibition de la PDK4, améliore la durée de 

vie des souris SLA (Palamiuc et al., 2015) 

L’exercice physique semble, dans certaines conditions, être bénéfique aux 

souris SLA, et l’amélioration du métabolisme énergétique par traitement 

pharmacologique améliore l’état de santé des souris. Afin de comprendre le lien 

entre l’origine de la neuroprotection induite par l’exercice de nage et l’amélioration du 

métabolisme énergétique, nous avons étudié, sur un modèle souris SOD1(G93A), 

deux exercices physiques aux caractéristiques métaboliques différentes.  
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L’exercice physique intervient aussi dans l’activation de l’autophagie (He 

et al., 2012). L’utilisation de drogues, inhibant l’étape de fusion au lysosome ou de 

dégradation, et l’analyse des cibles de la protéine AMPK, a permis d’émettre des 

hypothèses quant aux mécanismes bénéfiques stimulés lors de l’exercice de nage.  

Pour l’ensemble de ma thèse, les études ont été réalisées sur un modèle 

souris SOD1(G93A). Ce modèle a été utilisé lors de la précédente thèse « Analyse 

des effets de l’exercice physique dans un modèle murin de Sclérose Latérale 

Amyotrophique » (Deforges et al., 2009) qui a mis en évidence les améliorations 

spécifiques à l’exercice de nage. Seuls les mâles ayant un nombre suffisant de 

copies du transgène ont été utilisés, permettant ainsi de standardiser l’apparition et 

l’évolution des symptômes. 
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1. Introduction article  

La SLA, comme vue précédemment, se divise en deux grandes catégories : 

SLAf et SLAs. Cependant, l’ensemble des études sur les patients ont mis en 

évidence des atteintes métaboliques dans les deux cas (Bouteloup et al., 2009; 

Desport et al., 2001; Dupuis et al., 2011; Lindauer et al., 2013; Pradat et al., 2010). 

L’hypermétabolisme d’origine musculaire (Dupuis et al., 2004), l’intolérance au 

glucose et à l’insuline (Poulton and Rossi, 1993; Pradat et al., 2010) et la diminution 

des réserves lipidiques (Fergani et al., 2007; Pradat et al., 2010) sont décrites chez 

un grand nombre de patients. Une amélioration du métabolisme lipidique en phase 

symptomatique, sans soigner la pathologie, pourrait permettre une amélioration de 

l’état de santé et augmenter la durée de vie des patients. Ainsi, il a pu être montré 

qu’une augmentation de la quantité de lipides dans l’alimentation quotidienne permet 

une amélioration de l’état de santé des patients (Dupuis et al., 2004). Les 

mécanismes moléculaires, à l’origine des défauts métaboliques dans la SLA, sont 

encore mal compris. Cependant, une récente étude rapporte une augmentation de 

l’expression de PDK4. L’inhibition de la PDH par une augmentation de la 

phosphorylation et la diminution de l’expression de la PFK, suggèrent une diminution 

de l’utilisation du glucose dans les souirs SOD1(G86R) (Palamiuc et al., 2015). Une 

inhibition pharmacologique de PDK4 permet une augmentation de l’activité de la 

PDH et une réutilisation du glucose. La durée de vie de ces souris est augmentée 

d’une dizaine de jours, et la dégénérescence des motoneurones est diminuée 

(Palamiuc et al., 2015).  

Dans la SLA, les effets de l’exercice restent controversés (Harwood et al., 

2009; Pupillo et al., 2014). Selon le type d’exercice physique pratiqué, le 

métabolisme utilisé par les muscles varie. Dans le laboratoire, les effets d’un 

exercice de course et d’un exercice de nage à contre-courant ont été comparés sur 

le modèle murin SOD1(G93A) (Deforges et al., 2009). Les résultats ont montré une 

augmentation de la durée de vie et une neuroprotection à la suite du protocole 

d’exercice de nage et pas de course. On peut penser que ces deux types d’exercices 

vont stimuler des voies métaboliques différentes.  

De plus, il a été récemment décrit une autophagie spécifique activée par 

l’exercice physique dans le muscle (He et al., 2012). Cependant, l’activation de 
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l’autophagie par l’exercice physique dans le muscle de souris SLA n’a pas 

encore été exploitée. Ainsi, le protocole utilisé permettrait une stimulation de 

l’autophagie, processus métabolique faisant défaut dans la SLA (Lee et al., 2015).  

Dans cette étude, nous avons donc soumis, aux souris SOD1(G93A), deux 

types d’exercice physique : un exercice de course de faible intensité, gravitaire et 

d’endurance, et un exercice de nage, de forte intensité, antigravitaire et de 

résistance. Nous avons regardé, d’une part, les différents mécanismes mis en place 

dans l’un ou l’autre exercice, d’autre part, nous avons observé les effets des 

exercices physiques, sur les adaptations du métabolisme énergétique dans le muscle 

et enfin nous nous sommes intéressés au lien entre l’autophagie et exercice de 

nage.  

L’ensemble de ces données a permis d’entrevoir une possible issue, non 

invasive, dans la modulation du métabolisme énergétique.  
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Abstract 

Growing evidences support a role of the energetic metabolism, and most 

specifically the glucose metabolism, in the pathogenesis of amyotrophic lateral 

sclerosis (ALS). In the present study, using SOD1(G93A) ALS mice and muscles 

biopsies from ALS patients, we questioned whether specific exercise training could 

reverse energetic metabolism towards the preferential use of glucose. We provide 

evidence that, in contrast of an endurance running-based training, a high intensity 

and amplitude swimming-based training was able to significantly reduce glucose 

intolerance and to enhance fat storage in adipose tissue in ALS mice. These benefits 

correlated with the restoration, dependent of the exercise-induced autophagy, of the 

unexpected ALS-induced alteration of GLUT4 and GAPDH expression patterns in 

trained ALS muscles. Furthermore, only the swimming-based training proved to be 

able to alter the metabolic routes in the ALS-sensible fast-twitch tibialis muscle, 

independently of pyruvate dehydrogenase modulation. Most importantly, the 

swimming-based training induced an important triglyceride accumulation in ALS 

tibialis, likely resulting from an increase in the expression levels of lipid transporters 

and of lipogenic enzymes, notably DGAT1 and related proteins. Thus, in this study, 

we provide the first molecular basis for the beneficial effects of specific exercise in an 

ALS context, which, in addition, might open a promising way to synergize the benefits 

induced by PDH modulation for alleviating ALS symptoms. 
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Introduction 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS), the most widespread adult-onset motor-

neuron disease, is a chronic neurodegenerative affection characterized by a 

progressive motor weakness originating from the selective loss of motor neurons. 

Death typically occurs within three years of onset, usually from respiratory failure (Al-

Chalabi and Hardiman, 2013). Riluzole, the only currently available drug extends 

survival by approximately three months (Lacomblez et al., 1996), thus pointing out 

the essential need for developing new therapeutic strategies. In approximately 85-

90% of cases, ALS is sporadic (sALS). The 10-15% of remaining cases, referred to 

as familial ALS (fALS), are characterized by the frequent (20% of the cases) 

occurrence of mutations in superoxide dismutase 1 (SOD1) gene (Rosen et al., 1993) 

, leading to the development of mouse models of ALS based on the overexpression 

of human mutated SOD1 (mSOD1) transgenes (Gurney et al., 1994). The clinical and 

morphological abnormalities are identical in sALS and fALS, suggesting the 

disruption of similar mechanisms. Although the precise identity of ALS-triggered 

degeneration mechanisms are still elusive, growing evidence pointed out a causal 

role of alterations of the metabolic status (Bouteloup et al., 2009; Desport et al., 

2001; Dupuis et al., 2011; Lindauer et al., 2013; Pradat et al., 2010) thought to mainly 

derive from skeletal muscle hypermetabolism (Dupuis et al., 2004). Indeed, a 

significant number of ALS patients are glucose intolerant (Poulton and Rossi, 1993; 

Pradat et al., 2010), and  abnormalities in the lipid metabolism, notably a dramatic 

increase in lipolysis, are now considered as hallmarks of ALS (Dupuis et al., 2004; 

Fergani et al., 2007; Pradat et al., 2010). This metabolic shift might explain why fast-

twitch myofibers, which preferentially use the anaerobic catabolism of glucose, are 

preferential targets of the disease in comparison,with slow-twitch myofibers that can 
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use the aerobic catabolism of lipids (Frey et al., 2000; Hegedus et al., 2008). 

Pioneering the investigation of ALS-induced muscular metabolic defects, Palamiuc et 

al., (2015) have recently demonstrated that a metabolic switch towards lipid use 

occurred in fast-twitch muscle in pre-symptomatic SOD1(G86R) ALS mice (Palamiuc 

et al., 2015). This metabolic shift proved to be linked to the inhibition of the pyruvate 

dehydrogenase (PDH), which converts pyruvate produced by the glycolysis into 

acetyl-CoA, which in turn fuels the tricarboxylic acid cycle. Accordingly, the 

pharmacological inhibition of the pyruvate deshydrogenase kinase 4 (PDK4) by 

dichloroacetate (DCA) significantly reduced degeneration of the motor-neurons in 

SOD1(G86R) ALS mice (Palamiuc et al., 2015) and led to an average of 10-days 

increase in ALS mouse lifespan (Miquel et al., 2012). These results clearly suggested 

that modulating the skeletal muscle energetic metabolism might constitute a 

promising avenue for alleviating ALS symptoms.  

In this context, specific physical exercises are expected to differentially shift the 

muscular energy metabolism either towards an oxidative pattern, notably lipidic, in 

case of low-intensity exercise, or towards a glycolytic metabolism, in case of high-

intensity exercise (Van Loon et al., 2001; Romijn et al., 1993). Interestingly, 

submitting SOD1(G93A) ALS mice to a swimming-based protocol, a high intensity 

and amplitude exercise (Grondard et al., 2008), resulted in a remarkable increase of 

lifespan and neuroprotection at the level of the lumbar motor neurons (Deforges et 

al., 2009). By contrast, in most of the available studies, submitting mSOD1 ALS mice 

to different running-based trainings conferred a reduced neuroprotection (Carreras et 

al., 2010; Deforges et al., 2009; Kaspar et al., 2005; Kirkinezos et al., 2003; Mahoney 

et al., 2004). Data in humans are even more confusing, and the use of exercise in 

ALS patients remains highly debated (Harwood et al., 2009; Pupillo et al., 2014). 
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Although these controversies could result from the different characteristics of 

exercise, exercise impact on energetic metabolism in ALS skeletal muscle has never 

been investigated.  

Furthermore, important metabolic effects of physical exercise, including the 

control of muscle glucose homeostasis and the protection against glucose 

intolerance, have been recently linked to the activity-dependent induction of 

autophagy in skeletal muscle (He et al., 2012). Importantly, the autophagic process is 

severely impaired in ALS nervous and muscular tissues (Galbiati et al., 2014). Yet, 

abnormal expression of several autophagic markers is depicted in the skeletal 

muscle of ALS mice (Crippa et al., 2013; Dobrowolny et al., 2008) or ALS-mimicking 

muscle cell cultures (Onesto et al., 2011) and, very recently, it has been described 

that the autophagic activity is compromised in the skeletal muscle of ALS mice (Xiao 

et al., 2015). These perturbations occur in ALS muscles although aggregates of 

mSOD1 are unexpected (Wei et al., 2012), raising questions about 1) the origin of the 

autophagic impairments in ALS muscles, 2) the potential link between autophagy 

impairments and energetic metabolism in ALS muscle, and 3) the potential effects of 

an in vivo modulation of autophagy, following physical exercise.  

In the present study, we provide the first lines of evidence indicating that 

physical exercise, if carefully designed, can reduce muscle metabolic defects in ALS 

mice, increasing glucose tolerance and lipid storage, associated with a significant 

improvement of the muscular autophagic flux. 
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Materials and methods 

 

Mice, exercise and treatments. 

Transgenic male mice with the G93A human SOD1 mutation B6SJL-Tg (SOD1-

G93A) 1Gur/J (ALS mice) were purchased from The Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, Maine). ALS male were crossed with wild-type B6SJL females (Janvier, Le 

Genest-St-Isle, France), and only males were used for this study. 

ALS male were trained from 70 days of age (P70), 30 minutes a day, 5 days a 

week, to a running-based or swimming-based exercise as previously described 

(Deforges et al., 2009; Grondard et al., 2008) and until 115 days of age (P115). 18 

ALS mice (Run ALS) were submitted to a running-based training on a speed-

regulated treadmill (max 13 m.min-1). 18 ALS mice (Swim ALS) were submitted to a 

swimming-based training in an adjustable-flow swimming pool (max 5 L.min-1). These 

groups were compared to 29 Sedentary ALS and 20 Sedentary Control mice. 

For the autophagy analysis, specific groups of ALS male at P70 were subjected 

to the same swimming-based exercise for 3 days. Each mice were intraperitoneally 

injected 1hour before exercise with 10µl.g-1 of either choloroquine CQ at 5µg.µl-1, or 

3-methyladenin 3-MA at 1.5µg.µl-1, or a placebo NaCl 0.9% solution. 

The care and treatment of animals followed the national authority (Ministère de 

la Recherche et de la Technologie, France) guidelines for the detention, use and the 

ethical treatment of laboratory animals. All experimental procedures which include 

minimizing the number of animal used and their suffering were approved by the 

policies of the French Agriculture and Forestry Ministry. All the experiments using 

mice were performed in a blind systematic fashion so as to minimize bias. 
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Morphological and histological analysis. 

Epididymal white adipose tissue (EAT) and liver major were dissected on 

anaesthetized P115 mice old, weighted and subsequently fixed overnight at +4°C in 

4% paraformaldehyde (PFA) solution diluted in 0.9% saline buffer (NaCl). Tissues 

were dehydrated in successive bath of different concentration of ethanol. After 

dehydration they were incubated in butanol then in volume to volume butanol and 

paraffin solutions and then embedded in paraffin overnight. Parasagittals sections 

were cut on microtome (Stassine, Paris) at 7 µm thickness. Sections were dried and 

stained with hematoxylin and eosin classical protocol. Cross-section area of EAT 

adipocytes was measured using Image J v1.47 software (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD). 

 

Glucose tolerance test and lactate measurement. 

Glucose tolerance tests were performed on 4h fasted mice at P70 and P115. 

Mice were intraperitoneally injected with D-glucose (Sigma-aldrich, Saint-Louis, MO, 

USA) at a dose of 2g.kg-1. Glucose concentration was then measured every 15 min 

on tail whole blood samples using a Glucotrend R analyser (Boehringer Mannheim 

GmbH, Germany). 

Blood sample was collected from right ventricle on anesthetized mice, with 1% 

pentobarbital solution (6µl.g-1) diluted in 0.9% saline buffer, using a 1ml syringe 

mounted with a 22-gauge needle and coated with heparin (5000UI.ml-1, Pan Pharma 

Luitré, France), 2 hours after training. Blood sample was centrifuged (200g, 10min, 

+4°C) and serum was then frozen at -80°C. The serum lactate level was measured 

using Lactate assay kit (Biovision research, Mountain view, CA) and following 

manufacturer’s instructions. For each mouse, 1µl of serum were incubated at +22°C 
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in 50µl of buffer and 50µl of reaction mix in a 96-well plate. The plate was read 

on the same microplate spectrophotometer at 570nm wavelength after 30min of 

incubation. Lactate level was given in nanomoles per microliter (nmol.µl-1). 

 

RT-qPCR analysis 

For human, muscle biopsy samples were obtained from 10 patients meeting the 

El Escorial World Federation of Neurology criteria for the diagnosis of definite, 

probable or possible ALS (Brooks et al., 2000). Muscle specimens were taken from 

the anconeus muscle for 3 patients and the deltoid muscle for 7 patients. Six subjects 

with histochemically normal deltoid muscle were used as controls. These subjects 

had undergone muscle biopsy as a diagnostic procedure and, after careful clinical 

and histological evaluation, had been considered free of any neuromuscular disorder. 

All patients provided written informed consent before muscle biopsy, according to 

institutional guide lines. Biopsy specimens were immediately frozen in liquid nitrogen, 

and stored at -80ºC until use.  

 

For mice, all analyzed tissues were collected 2 hours after training in liquid 

nitrogen and RNA was extracted using TRizol reageant (Invitrogen, Life 

Technologies, Saint Aubin, France). For human and mice RNA, one microgramme 

was reverse transcribed with oligodT and using reverse transcriptase Improm II 

(Promega France, Charbonnières, France). Quantitative real time PCR was 

performed with standard protocols using SYRBGreen ROX detector in ABIPrism 

7000 (ABgene, Courtaboeuf, France). Specific primers were used at 300nM (Table1). 

The relative amounts of cDNA in each samples were determined on the basis of the 

threshold cycle (Ct) for each PCR product and normalized to either Rps26 or RPL13 
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Ct for mouse or human samples, respectively. The analysis was made relative to 

respective control samples and given by 2-ΔΔCt. 

 

Immunohistochemistry 

Muscles from P115 mice old were frozen in cold isopentane (-80°C) and 

transversally cut in 10µm sections using cryostat (CM 3050S, Leica, Le Pecq 

France). Sections were either putted for 10min at 50°C for Glucose transporter 4 

staining (GLUT4) All sections were incubated in GLUT4 blocking solution (Tris Buffer 

Saline (TBS), 0.1% tween, 0.1% triton and 4% donkey serum) for 30min at room 

temperature and then incubated with primary polyclonal rabbit anti-GLUT4 (1:50; 

GT41-A Alpha Diagnostic, San Antonio, USA), antibody diluted in corresponding 

blocking solution, overnight at +4°C. Sections were then washed and subsequently 

incubated with secondary polyclonal goat anti-rabbit Cy3-conjugated for GLUT4 

(1:400; 111-165-144, Jackson laboratories, Baltimore, MD) antibody diluted in 

corresponding blocking solution for 2h at room temperature. Sections were finally 

washed and mounted in VECTASHIELD® mounting medium (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA). The staining specificity was checked in control incubations 

performed in the absence of the primary antibody. 

 

Microscopy and images analysis 

Epifluorescence were detected with a CMOS camera (ORCA Flash 2.8, 

Hamamatsu Photonics France, Massy, France) and histological images were 

recorded with a RGB camera (ICC1 Zeiss, Carl Zeiss SAS, Le Pecq, France) 

mounted on Zeiss AxioObserver (Z1) using the ZEN 2012 software (Carl Zeiss SAS) 
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with 100 (10X Zeiss Plan NeoFluar NA 0.3), 200 (20X Zeiss EC-Plan-Apo NA 

0.8) and 630 (63X Zeiss Plan-Apo Oil N 1.4) magnifications. 

All images were analyzed using Image J v1.47 software (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD). Identical brightness, contrast, and color balance adjustments 

were applied to all groups. GLUT4 staining was counted in positive-fibers and 

characterized as full membrane-stained or not. 

 

Western blots 

Dissected soleus and tibialis mice muscles were frozen in liquid nitrogen and 

homogenized in 50µl/5mg of RIPA buffer (50mM Tris, 150mM NaCl, 0.1% SDS, 1% 

NP40, 10mM NAF, 1X Protease inhibitor [Roche, BASEL, Suisse], 1% Phosphatase 

inhibitor [Sigma-aldrich, Saint-Louis, MO, USA]). Protein concentration was 

determined in the supernatant after centrifugation (17000g, 15min, +4°C) by Bradford 

protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 100 μg protein samples for LC3B 

analysis and 40 μg protein samples for other analysis were submitted to 12.5% SDS 

PAGE electrophoresis (1.5 M Tris pH 8.3, 12.5% Acrylamide, 0.07% Bis, 0.1% SDS, 

0.05% APS, 0.06% TEMED). The separated proteins were transferred on PVDF 

membranes (Biorad) and then incubated overnight at +4°C with each of the following 

primary antibody including polyclonal rabbit anti-PDHE1α P ser293 (1:1000; AP1062; 

Merck Milipore, Darmstadt, Allemagne), rabbit anti-PDHE1α (1:1000; ab110334, 

Abcam, Cambridge, UK), monoclonal mouse anti-LC3B (1:1000; NB100-2331, Novus 

Biological), mouse anti-GAPDH (1:10.000; MAB374, Milipore) and mouse anti-α-

tubulin (1:20.000; T6074, Sigma) diluted in blocking solution. Membranes were then 

washed and incubated in horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody 

goat anti-rabbit or goat anti-mouse (1:5000; Biorad, Hercules, CA, USA). Revelation 
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was performed with AmershamTM ECLTM Western Blotting Analysis System (GE 

Healthcare, Bio-Science, Upsala, Sweden). Images were done using ImageQuant 

LS4000 (GE Healthcare Bio-Science, Upsala, Sweden) and quantification was 

performed using Image J v1.47 software. 

 

Measurement of mitochondrial enzyme activities in muscle homogenates 

Frozen tibialis from P115 mice old were weighed and mechanically 

homogenized in cold buffer (20mM TRIS, 250mmol sucrose, 2mM EGTA, 40mM KCl, 

pH 7.2; 1/25 weight/volume) using motor-driven Teflon/glass homogenizer. 

Homogenates were centrifuged (100g, 10 minutes, +4°C), frozen at -80°C and used 

for the enzyme activity within 6 months. Total protein content of homogenates was 

determined by the Lowry method. 

Cytochrome c oxydase activity (COX) was measured at +37°C in 1ml of reaction 

buffer (10mM KH2PO4, 0.25M sucrose, 1mg/ml BSA, 13.6µM reduced cytochrome c, 

and 2.4mM lauryl maltoside) as described by Barrientos (Barrientos et al., 2002). The 

reaction was initiated by addition of 10µl of muscle homogenate and changes in OD 

at 550nm were monitored for 3min.  

Citrate synthase activity (CS) was measured at +30°C in 1ml of reaction buffer 

(10mM KH2PO4, 2mM EDTA, 1mg/ml BSA, 0.1mM 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) 

(DTNB), 0.1mM acetyl-CoA) and 10 µl of muscle homogenate as described by 

Barrientos (Barrientos et al., 2002). The reaction was initiated by addition of 20mM 

oxaloacetic acid and changes in OD at 412nm were monitored for 5 min. For both 

enzymes’ activities, the maximal slope in ΔOD.min-1 was recorded, normalized to the 

protein content and expressed as nmol.min-1.mg-1 of protein. 
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Lipidomic analysis 

The TAG of the Bligh and Dyer extract (Bligh and Dyer, 1959) were prepared 

from homogenized muscles in water and separated on a normal phase PVA-Sil 

column (Polymerised Vinyl Alcohol silica (5µ) support ; L 250mm X ID 4mm) (YMC, 

Kyoto, Japan). The PVA-Sil column was fitted on a Agilent 1200 HPLC equipment 

coupled to the electrospray ionization (ESI) source of a triple-quadrupole mass 

spectrometer (API3000, ABSciex). Triacylglycerols species were quantified by 

integration of molecular ions (as ammonium ion adducts) from full scan mass spectra 

and application of standard curves that relate the responses of known amounts of 

reference standards to that for a single internal standard as described elsewhere 

(Hutchins et al., 2008). 

 

Statistical analysis. 

All data are presented as mean and standard deviation. For the glucose 

tolerance studies a one way ANOVA for repeated measures with Tukey post hoc 

analysis was performed on the data. For the other studies, a Kolmogorov-Smirnov 

normal distribution analysis was performed on all data followed by either a student’s 

t-test for normally distributed data or a non-parametric Kruskal-Wallis test, to verify 

significant differences between groups (Systat v 8.0, SPSS Inc., Chicago, IL). All the 

data presented in this study were considered as statically different when the 

statistical power exceed 95% (AnaStats.fr, France). 
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Results 

The swimming-based training specifically increases adipocyte lipogenesis in 

ALS mice.  

The ALS-induced loss of body mass detected from the asymptomatic phase of 

the disease in several mouse models of ALS (Dupuis et al., 2004) is differentially 

altered by the two exercises (Deforges et al., 2009). Indeed, unlike running, the 

swimming-based training significantly limited the body weight loss of ALS mice 

(Deforges et al., 2009). The differential effects of these two exercises on the body 

weight were also found in the control mice with an exercise-induced decrease of the 

body weight significantly higher in the running- than in the swimming-based trained 

control mice (Figure 1A). To determine whether the differential effects of specific 

exercises could be linked to the preservation of adipocyte lipogenesis, we analyzed 

body composition in trained and sedentary ALS and control mice at P115. We found 

that epididymal adipose tissue (EAT) was markedly reduced in sedentary ALS mice 

with a loss of 88 % compared to sedentary controls (Figure 1B-C). These data were 

in agreement with those previously recorded in the SOD1(G86R) ALS model (Dupuis 

et al., 2004). The EAT mass loss was correlated with a global reduction of the 

adipocyte cross-section area compared to controls (Figure 1D). At the cellular level, 

we recorded in sedentary ALS mice, a significant reduction in the proportion of large 

fat cells (cross-section area higher than 1000 µm2) whereas the proportion of small 

fat cells (cross-section area lower than 1000 µm2) significantly increased (Figure 1D). 

Interestingly, only the swimming-based training induced a significant increase in EAT 

mass in ALS mice compared to their sedentary counterpart (Figure 1B, 1C). 

Furthermore, the two exercise paradigms differentially impacted the adipocyte size 

distribution. By contrast to the swimming-based training that did not alter the 
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adipocyte size distribution recorded in sedentary ALS, the running-based training 

worsened the shift of adipocyte distribution to the smaller sized population (Figure 

1D).  

Since defects in lipid metabolism is thought to be a major cause of liver 

steatosis, and is frequently recorded in ALS human patients (Dupuis et al., 2008), we 

analyzed the liver histology in sedentary and trained ALS and control mice at P115. 

Sedentary ALS mice displayed a 32% decrease of the mass of the major liver lobe 

compared to sedentary controls (Figure 1E), as previously reported (Finkelstein et al., 

2011). No steatosis was observed in the liver of SOD1(G93A) ALS mice (Figure 1F). 

A comparable reduction of the liver mass was noticed in trained ALS mice either 

submitted to the running- or the swimming-based training. 

 

A significant improvement in glucose tolerance is specifically induced by the 

swimming-based training in ALS mice.  

Since the swimming-based training was relatively efficient in keeping the lipid 

stores at a nearly constant level in ALS mice, we questioned whether this 

preservation might be linked to an intrinsic change in energy metabolism. To address 

this question, we assessed glucose tolerance in sedentary controls and sedentary 

and trained ALS mice in the presymptomatic (P70) and late symptomatic (P115) 

phases of the disease. The results of an intraperitoneal glucose tolerance test 

revealed that, from P70 until death, sedentary ALS mice display a severely impaired 

glucose tolerance. The blood glucose levels remained over 23 mmol.L-1 1h after a 

11.1 mmol.kg-1 glucose injection (2 g.Kg-1), whereas in wild-type mice whole blood 

glucose concentration was closed to baseline levels at that time (Figure 2A-C). Most 

importantly, glucose tolerance in ALS mice was improved following specific training. 
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In swimming-based trained ALS mice, the glucose tolerance increased and 

reached values comparable to controls at P115 (Figure 2B). By contrast, the running-

based had no effects on glucose tolerance after 45 days of training (Figure 2C).  

We next wondered to evaluate the effect of the swimming-induced increase in 

glucose tolerance on its subsequent use as an energetic substrate in ALS mouse 

tissues. To this end, we measured the levels of circulating lactate in sedentary control 

and in sedentary and trained ALS mice at P115 in resting conditions (Figure 2D). We 

found as expected (Ferraiuolo et al., 2011) a significant decrease of circulating 

lactate levels in sedentary ALS mice, in comparison to control mice. Interestingly, 

unlike running, the swimming-based training induced a significant increase in the 

levels of circulating lactate in ALS mice, suggesting a specific-exercise-induced 

activation of glycolysis in ALS skeletal muscles, even in resting conditions.  

 

Expression and distribution of GLUT4 are altered in the ALS skeletal muscle 

and improved by physical exercise.  

Among glucose transporters, GLUT4 is the most abundant in skeletal muscle 

and its level of expression is a major determinant of glucose uptake by skeletal 

muscle fibers (Richter and Hargreaves, 2013). We used RT-qPCR to determine the 

relative transcripts levels for GLUT4 in human muscle specimen (Figure 3A). We 

found a significant decrease of GLUT4 mRNA expression in ALS muscles compared 

to controls. We then analyzed the Glut4 expression profile in the skeletal muscles of 

mSOD1(G93A) mice, in the fast-twitch tibialis, which was early affected by the 

disease and in the slow-twitch soleus, which was spared by the disease (Hegedus et 

al., 2008). We found a significant decrease of Glut4 mRNA expression in the two 
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muscles in ALS mice, in the late symptomatic phase of the disease (P115) 

(Figure 3B-C).  

Since muscle glucose uptake is not only dependent of Glut4 expression levels, 

but also of its abundance at the sarcolemma level, we analyzed the sub-cellular 

distribution of GLUT4 in the tibialis and soleus of mSOD1(G93A) mice. We found that 

the GLUT4 subcellular distribution is largely intracellular, throughout the cytosol, and 

absent of the sarcolemma in ALS tibialis muscles, compared to controls (Figure 3D-

E). By contrast, no difference in GLUT4 subcellular distribution was observed in the 

soleus (Figure 3F-G).  

Since exercise is thought to induce GLUT4 mobilization to the sarcolemma of 

activated myofibers, we next investigated whether exercise trainings could improve 

GLUT4 subcellular distribution in the ALS tibialis. RT-qPCR analysis of Glut4 

expression revealed that only the swimming-based training significantly increased 

Glut4 expression in ALS muscle that reached levels comparable to controls (Figure 

3C). When we looked at the subcellular localization of GLUT4 in the trained ALS 

tibialis, we found that, in contrast of the running-based training, the swimming-based 

training induced a relocalization of the transporter to the tibialis sarcolemma as 

evidenced by the decrease of GLUT4-positive intracellular vesicles and the increase 

of GLUT4 staining at the sarcolemmal level in trained muscles (Figure 3D-E).  

Taken together, these results demonstrate that, in ALS muscles, the expression 

of GLUT4, the major glucose transporter in the skeletal muscle, is altered in ALS in a 

muscle-dependent manner, and that GLUT4 expression can be significantly improved 

only by the swimming-based training, concurring with our recordings of glucose 

tolerance in sedentary and trained ALS mice.  
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GAPDH expression, altered in specific ALS skeletal muscle, is improved by 

physical exercise. 

Since an exercise-induced improvement in GLUT4 expression associated with 

the improvement of the glucose tolerance might fuel glycolysis in ALS muscle, we 

wondered to analyze the expression pattern of the glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) that has long been recognized as a pivotal enzyme for the 

production of ATP and pyruvate from glucose through glycolysis. We investigated 

GAPDH mRNA expression in ALS human and mouse muscles by RT-qPCR. We 

found a significant decrease of GAPDH mRNA expression in human muscle 

specimens (Figure 4A). In the tibialis of ALS mice, the levels of Gapdh mRNA were 

significantly decreased compared to controls, in the late symptomatic phase of the 

disease (P115) (Figure 4B). This result was confirmed at the protein level at P115 

(Figure 4C). The situation was more complex in the soleus of ALS mice, 

characterized by a significant decrease of Gapdh mRNA (albeit two-fold less than in 

tibialis) with protein levels comparable to controls (Figure 4D-E).  

We next investigated whether exercise trainings could improve GAPDH 

expression in ALS tibialis, at mRNA and protein levels. Exercise trainings induced a 

significant increase of Gapdh expression in tibialis, albeit with different efficacy. While 

the running-based training resulted in a slight but significant increase of Gapdh 

mRNA, the swimming-based training induced a 4-fold increase of Gapdh mRNA, 

which reached a level superior to controls (Figure 4C). Consistently, the GAPDH 

protein levels closely paralleled the specific exercise-induced increase in Gapdh 

mRNA with a more important effect obtained with the swimming protocol (Figure 4 D-

F).  
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Taken together, these data suggested that soliciting ALS muscle by high-

intensity exercise re-balanced the enzymatic equipment in ALS muscle, leading to 

the improvement of the anaerobic capacity of fast-twitch muscles.  

 

Specific exercise-induced GLUT4 and GAPDH expression is linked to 

autophagy.  

Autophagy, which is essential for the maintenance of cellular homeostasis, was 

recently shown altered in ALS muscles (Onesto et al., 2011; Dobrowolny et al., 2008; 

Crippa et al., 2013; Xiao et al., 2015). Among the different systems of autophagy, the 

exercise-inducible Beclin-1-dependent autophagic pathway has been shown to play 

an important role in the exercise-induced muscle adaptation of the glucose 

metabolism in healthy conditions, including GLUT4 relocalization to the sarcolemma 

and subsequent increase of glucose intake (He et al., 2012). These data prompted 

us to evaluate the status of this specific autophagic pathway in tibialis and soleus of 

ALS mice. We first evaluated the expression levels of Beclin-1, Bcl-2, Lc3b and P62 

by RT-qPCR. As evidenced in Figure 5, most of the autophagic marker expressions 

were found altered in the skeletal muscles of ALS muscle, with a marked muscle and 

gene specificity. In the tibialis of sedentary ALS mice, Beclin-1, Lc3b and P62 mRNA 

were found significantly down-expressed when compared to controls (Figure 5A, C-

D), whereas no significant change was found for Bcl-2 expression (Figure 5B). In the 

soleus of sedentary ALS mice, only Beclin-1 and Bcl-2 mRNA expressions were 

found down-regulated, with no change for the other markers (Figure 5E,F). In the 

ALS tibialis, the swimming-based protocol led to a general increase in autophagic 

marker expression levels, including Beclin-1, Lc3b, and P62 mRNA. The running-
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based training exerted more modest effects. Indeed, a significant increase in 

Lc3b mRNA expression could solely be observed (Figure 5A). 

To confirm these results at the protein level, we analyzed LC3B levels by western 

blot in the tibialis. Contrasting to the mRNA expression data, we found an 

accumulation of the two forms of LC3B, LC3B-I and LC3B-II, the lipidated version of 

LC3B-I involved in autophagosome formation, in ALS tibialis muscles when 

compared to controls (Figure 5I). Since LC3B protein accumulation associated to 

Lc3b mRNA decrease might suggest an autophagic flux blockade in ALS tibialis, we 

hypothesized that physical exercise, in activating autophagy, would rebalance LC3B 

protein and mRNA expression. As expected, both exercise paradigms induced a 

decrease of LC3B-I and LC3B-II proteins, which, for the swimming-based training, 

reached levels comparable to controls.  

We next examined whether the swimming-induced increase of GLUT4 and 

GAPDH expressions in the ALS tibialis was dependent of autophagy. We submitted a 

population of P70 ALS mice to a swimming-based training for 3 days with or without a 

blocking of lysosomal degradation by chloroquine (CQ) or the autophagosome 

formation by 3-methyladenin (3-MA) (Figure 5J-K). Interestingly, autophagy inhibition 

with CQ or 3-MA impaired the swimming-induced increase of Glut4 and Gapdh 

mRNA expression in the trained ALS tibialis, suggesting a functional link between the 

swimming-induced autophagy flux activation and the control of metabolic gene 

expression in ALS tibialis. 

Taken together, all these data suggested that an anaerobic exercise such as 

swimming, in inducing autophagy, improved the expression, by fast-twitch ALS 

muscles, of proteins that are essential for glucose uptake and use.  
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The swimming-induced alterations of the metabolic routes in ALS skeletal 

muscles are independent of Pyruvate Dehydrogenase modulation.  

Pyruvate, the by-product of the glycolysis, can be metabolized by two main 

ways in muscles, i.e. the anaerobic pathway, that will result in the production of 

lactate, or the aerobic pathway, that will result in the production of acetate. Thus, we 

next investigated the regulation of the Pyruvate Dehydrogenase (PDH) complex, 

which is pivotal in determining the partitioning of anaerobic compared with aerobic 

use of pyruvate produced by the glycolysis. The PDH E1-alpha subunit is considered 

as the on/off switch of the PDH complex, since its phosphorylation by the pyruvate 

dehydrogenase kinase 4 (PDK4) in the muscle leads to PDH complex inactivation 

(Wu et al., 1999). Importantly, the alteration of PDK4 expression has been recently 

highlighted in ALS skeletal muscle (Palamiuc et al., 2015). Therefore, we analyzed 

the level of PDH E1-alpha phosphorylation in tibialis and soleus of ALS mice. The 

level of PDH E1-alpha phosphorylation was significantly higher in the tibialis from 

ALS mice compared to controls (Figure 6A), while no significant change was found in 

the soleus (Figure 6B). We next evaluated the level of Pdk4 mRNA expression by 

RT-qPCR. As previously found in the SOD1(G86R) ALS mouse model (Palamiuc et 

al., 2015), and consistently with higher PDH phosphorylation levels, ALS tibialis 

displayed significantly higher Pdk4 expression levels when compared to control 

muscles (Figure 6C), whereas no significant change was found in the soleus (Figure 

6D). Interestingly, the effects of physical exercise in ALS tibialis proved to alter the 

PDH phosphorylation status in an exercise-type dependent manner. Indeed, the 

running-based training induced a significant decrease in PDH E1-alpha 

phosphorylation in ALS tibialis that reached levels comparable to controls (Figure 

6A). Accordingly, the expression level of Pdk4 was found significantly decreased in 
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the ALS tibialis by the running-based training when compared to sedentary ALS 

muscle (Figure 6C). By contrast, the swimming-based training had no effect on PDH 

activation pattern, nor on PDK4 expression levels, strongly suggesting that all the 

swimming-induced changes in ALS tibialis unexpectedly occurred independently of 

PDH modulation (Figure 6A).  

Following their conversion in Acetyl-CoA by PDH, the carbohydrates are used 

by the tricarboxylic acid cycle to be completely oxidized. In order to evaluate the 

oxidative capabilities of ALS tibialis, we evaluated the activity levels of the citrate 

synthase (CS), which catalyzes the first step of the tricarboxylic acid cycle. According 

to a decrease of PDH activity, we found that the levels of CS enzymatic activity were 

significantly decreased in ALS tibialis compared to controls (Figure 7A). Interestingly, 

both exercise programs significantly increased CS activity in ALS tibialis.  

Finally, we evaluated the activity of cytochrome-c oxidase (COX) as an index for 

respiratory chain activity in the tibialis of control mice and trained and sedentary ALS 

mice. We found a 48% decrease of COX activity in the tibialis of ALS mice compared 

to controls (Figure 7B). According with the running-induced PDH and CS activations, 

the running-based training induced a significant 2-fold increase of COX activity in the 

ALS tibialis in comparison to sedentary ALS muscles. Interestingly, we found that the 

swimming-based training also induced a 2-fold increase of COX activity in ALS 

tibialis, suggesting in absence of PDH activation but with increase of CS activity, that 

the swimming-based training might favor lipolysis rather than glycolysis for fueling the 

tricarboxylic acid cycle in ALS tibialis.  
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The swimming-induced triglyceride accumulation in ALS tibialis is related to 

both fatty acid uptake and lipogenesis.  

Since these results suggested that the use of fatty acids as energetic fuel could 

be enhanced by the swimming-based training in ALS tibialis, we looked at the 

expression profile of the two fatty acid transporters Cd36 (Cluster of Differentiation 

36) and Vldlr (Very Low Density Lipoprotein Receptor) by RT-qPCR. As shown on 

Figure 8 A,B, the levels of Vldlr expression were decreased in ALS but no change 

was observed for Cd36 expression. As expected, the swimming-based training 

induced a significant increase of Cd36 and Vldlr expression levels, suggesting a 

facilitated lipid uptake. By contrast, the running-based training had no effect (Vldlr) or 

even induced a significant decrease (Cd36) in the expression of these fatty acid 

transporters (Figure 8A-B). 

We next looked at the expression levels of several major genes involved in fat 

metabolism, including genes coding for the transcription factor Srebp-1c (Sterol 

Regulatory Element-Binding Protein 1c), the lipogenic enzyme Fas (Fatty Acid 

Synthase), Ucp3 (Uncoupling protein 3) and Acc1 (Acetyl-CoA Carboxylase 1) (Liu et 

al., 2009), in the tibialis of controls and sedentary and trained ALS mice. As 

evidenced in Figure 8C, the expression levels of Srebp-1c were found profoundly 

lowered in ALS tibialis in comparison to controls. The swimming-based training 

induced a significant reactivation of Srebp expression in ALS tibialis, whereas no 

effects could be recorded with the running-based training (Figure 8C). Interestingly, 

the expression profile of Fas (Figure 8D) and Ucp3 (Figure 8E) paralleled those of 

Srebp, with a decrease in sedentary ALS tibialis, and a significant increase in 

swimming-based trained muscles. The running-based training had no effect on the 

expression of Ucp3 but induced a significant increase of Fas. By contrast, Acc1 
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expression levels did not display significant alterations in its mRNA expression, 

in any experimental context (Figure 8F).  

These results, indicating that the expression of several lipogenic genes i.e. Fas 

and Ucp3 (Liu et al., 2009) are enhanced by the swimming-based training, prompted 

us to evaluate the expression profile of diacylglycerol acyltransfererase 1 (Dgat1), 

which was proved sufficient to increase muscle fat content, associated to PDH 

inhibition and UCP3 overexpression (Liu et al., 2009). As evidenced in Figure 8G, the 

levels of Dgat1 mRNA expression were significantly lower in ALS tibialis, when 

compared to controls. Importantly, the swimming-based training induced a significant 

increase in Dgat1 expression levels (Figure 8G), suggesting that, in addition of 

favoring the uptake of fatty acids, the swimming-based training might favor the neo-

synthesis of lipids. A significant increase of Dgat1 expression was also recorded in 

the running tibialis, albeit lower than in swimming (Figure 8G).  

In order to explore the hypothesis that swimming favored fat deposition in ALS 

muscle, we quantified by HPLC the levels of triacyglycerol (TAG) in the sedentary 

and trained ALS tibialis and control muscles. As expected, we found a decrease of 

TGA quantity in the ALS tibialis when compared to controls (Figure 8H). Importantly, 

the swimming-based training induced a 2-fold increase in TAG levels in the ALS 

tibialis, which reached levels comparable to controls, whereas the running-based 

training only increased TAG levels by 1.4-fold (Figure 8H).  
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Discussion 

We report here that a specific exercise paradigm, which is based on a high 

intensity and amplitude swimming exercise, is able to significantly improve the 

glucose metabolism of ALS mice at a systemic level, improving glucose tolerance 

and, most importantly, favoring fat storage considered today as key criteria for the 

prognosis in ALS (Fergani et al., 2007; Mariosa et al., 2015; DeJesus-Hernandez et 

al., 2011). These swimming-induced benefits are associated to a change in the 

energetic metabolism of the skeletal muscle of ALS mice, leading to energetic fuel 

shift towards glucose re-use and fat deposition in muscle. Importantly, the beneficial 

effects of the swimming-based training occurred independently of PDH modulation, 

thus providing a promising way to synergize the benefits induced by PDK4 targeting 

(Palamiuc et al., 2015). 

The present study demonstrates for the first time that an appropriate exercise 

paradigm can restore the glucose tolerance, the glycolytic metabolism and the fat 

deposition in a context of ALS. ALS-induced alteration of glucose tolerance, albeit 

well established in human ALS patients (Poulton and Rossi, 1993; Pradat et al., 

2010), was still a matter of debate in ALS mouse models (Dupuis et al., 2004; 

Smittkamp et al., 2014). Our results showing a glucose intolerance in SOD1(G93A) 

mice at the late stage of the disease (P115) concur with the pioneered results found 

in the SOD1(G86R) ALS mouse model (Dupuis et al., 2004) but contrast with those 

reported by (Smittkamp et al., 2014) also in SOD1(G93A) mice. This discrepancy is 

likely to reflect the difference in disease severity affecting the mice used in 

Smittkamp’s and our study, at least for metabolic impairments. Yet, the mice used in 

the Smittkamp’s study displayed a body weight loss at the late stage of less than 

15% compared to control mice, whereas this loss was more than 25% loss in the 
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mice we used in the present study (Deforges et al., 2009) (Figure 1A). The 

important weight loss characterizing the mice we used is comparable to the weight 

loss reported in SOD1(G86R) mice at the late stage, in which glucose intolerance 

was also recorded (Dupuis et al., 2004). In the specific context of ALS, characterized 

by an excessive lipidic catabolism that is necessarily oxidative, a running-induced 

attenuation of the glycolytic energetic pathway is likely to reinforce the oxidative 

metabolism (Van Loon et al., 2001; Romijn et al., 1993), which may cause increased 

production of free radicals derived from oxygen, worsening the ALS symptoms. By 

contrast, in favoring a metabolic shift towards a more glycolytic muscular metabolism, 

a swimming-based training, and more generally a high intensity type exercise, is 

likely to restore glucose tolerance, muscular glucose use, and fat uptake by 

adipocytes, the latter point being expected to reduce ALS symptoms. The present 

results contrast with previous studies that have shown that high intensity running-

based protocols are detrimental to ALS mice (Carreras et al., 2010; Mahoney et al., 

2004). One possible explanation for this discrepancy is that, even at high intensity, a 

running-based training in mice would induce a limited workload ineffective in 

promoting the activation of the glycolytic pathways. The swimming-based training 

used in this study has been shown to induce lactate production and specific muscular 

adaptations, notably fast twitch fiber transitions, as found in high intensity exercises 

(Grondard et al., 2008). Therefore, it would be useful to record the evolution of 

metabolic indexes and analyze the adaptation of skeletal muscle phenotype, notably 

the typology, in the high intensity running-based training protocols to ascertain 

whether the workload is sufficient to impact on the metabolic pathways.  

Skeletal muscle is one of the major tissues storing dietary glucose as glycogen, 

giving the muscle a major regulator of blood glucose in the fed state. This function is 
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regulated by insulin-elicited signals that lead to the translocation of GLUT4 

glucose transporters from intracellular storage micro-vesicles to the sarcolemma 

resulting in an efficient transport of glucose from blood to the muscle fibers. Yet, its 

role in insulin-dependent glucose uptake makes GLUT4 not only a major player in 

normal glucose homeostasis but also an important factor in insulin resistance 

(Leturque et al., 1996; Ren et al., 1995; Tsao et al., 1996) and glucose tolerance, two 

hallmarks of ALS (Reyes et al., 1984; Pradat et al., 2010; Saccà et al., 2012). One 

important data from the present study is the evidence of the significant decrease of 

GLUT4 expression in ALS skeletal muscle, in patients as well as in mSOD1(G93A) 

mice, in ALS-sensible as well as in ALS-resistant skeletal muscles i.e. slow-twitch 

soleus and fast-twitch tibialis, respectively, and as early as P70 in ALS tibialis, thus 

well before symptom appearance. The decrease of Glut4 expression levels is 

associated with a defect of mobilization of the transporter to the sarcolemma and its 

persistent sequestration in intracellular vesicles. Both defects would decrease insulin-

elicited glucose uptake by ALS muscles, a defect already reported in late-stage 

mSOD1(G93A) mice (Smittkamp et al., 2014). Glucose uptake defects are likely to 

impact other genes involved in glucose metabolism, such as the key enzyme of the 

glycolysis GAPDH, which we found to be significantly under-expressed in ALS 

muscles at the mRNA level. The decrease of the GAPDH protein levels has already 

been reported in the skeletal muscles of ALS mice (Calvo et al., 2008). Furthermore, 

muscular GAPDH enzymatic activity has been shown to be impaired by the mSOD1-

induced oxidative stress in several ALS mouse models (Pierce et al., 2008). We 

provide here the first evidences for a decrease of GAPDH at the mRNA level in ALS 

patients and in the mouse ALS tibialis from the presymptomatic phase of the disease 

(P70). This decrease might be the consequence of a low glycolysis rate due to 
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defects in glucose uptake by myofibers. We also confirmed an alteration of PDH 

activation pattern associated to Pdk4 over-expression in the tibialis of mSOD1(G93A) 

mice as recently evidenced in another ALS mouse model (Palamiuc et al., 2015). 

Interestingly, the swimming-based training restored muscular Glut4 expression and 

traffic to cell membrane, and increased GAPDH expression but was unable to restore 

PDH activation pattern, as shown by the persistently high levels of phospho-PDH and 

of Pdk4 expression (Figure 6). Accordingly, blood lactate levels were significantly 

increased by the swimming-based training, strongly suggesting that pyruvate, which 

is produced following exercise-induced restoration of the glucose tolerance, on the 

one hand, and of the muscular glycolysis, on the other, is mainly used to enhance the 

anaerobic glycolytic pathway. It is noteworthy that this swimming-induced shift to 

anaerobic glycolytic pathway is associated with the fat storage in ALS tibialis, likely 

resulting from 1) lipid uptake and oxidation, as suggested by the increase of Vldlr and 

Cd36 expression levels and of citrate synthase and respiratory chain activities, and 2) 

triglyceride synthesis, as suggested by the swimming-induced expression of 

lipogenesis genes such as Fas, Acc1 and Dgat1. Interestingly, in humans, the 

exercise-induced accumulation of intramuscular triglyceride and protection against 

insulin resistance correlated with an increase in DGAT1 expression levels (Schenk 

and Horowitz, 2007). Moreover, the skeletal muscles of mice overexpressing DGAT1 

display an increase of muscular triglyceride synthesis coupled with fatty acid 

oxidation (Liu et al., 2009). In addition, and in line with our results in the swimming-

trained ALS tibialis, Glut4, Cd36, Pdk4 and Ucp3 expression levels were increased in 

Dgat1-overexpressing muscles (Liu et al., 2009).  

The depress in the autophagic process in ALS skeletal muscle (Dobrowolny et 

al., 2008; Crippa et al., 2013; Onesto et al., 2011; Xiao et al., 2015) in absence of 
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obvious mSOD1 aggregation (Wei et al., 2012) remained an unresolved issue. 

Our data showed an accumulation of the LC3B protein associated with a decrease of 

Lc3b mRNA in the tibialis of symptomatic ALS mice, further substantiating the 

hypothesis that an autophagic flux blockade occurred in ALS tibialis (Xiao et al., 

2015). Very interestingly, although autophagy failed to be induced by classic 

procedure with colchicine (Mammucari et al., 2007; Ju et al., 2010) in ALS 

muscle(Xiao et al., 2015), the present results unambiguously indicate that the 

exercise-induced autophagic process can be activated in ALS muscle. Moreover, our 

data suggest the set up in ALS muscle of a vicious circle that links metabolic defects 

to autophagic process impairments. The flux of intracellular vesicles, including 

autophagosome or GLUT4 containing-vesicles, mainly depends on anaerobic 

glycolysis that occurs directly at the level of the moving vesicles (Zala et al., 2013). 

Exercise-induced GLUT4 addressing to the plasma membrane is dependent of 

autophagy (He et al., 2012). The glucose intolerance, characteristic of ALS, would 

compromise the vesicular traffic, leading both to a reduction of the autophagic flux 

and in turn to a even more important decrease in GLUT4 concentration at the plasma 

membrane, progressively worsening muscular metabolic impairments. In this context, 

the strong glucose demand induced by a high intensity exercise in a fast-twitch 

glycolytic muscle, such as a swimming-based exercise in tibialis, would force glucose 

uptake by the exercised muscle, feeding the glycolytic pathway which is essential for 

mobilizing the vesicular flux leading to GLUT4 mobilization to the cell membrane, and 

ultimately resulting in an improvement of the muscular energetic metabolism. 

Accordingly, autophagy inhibition led to a significant reduction of the swimming-

induced increase of Glut4 and Gapdh expression levels in the tibialis (Figure 5).   
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Interestingly, the swimming-induced shift in the metabolic pathways is 

correlated to a significant neuroprotection at the level of the lumbar motor neurons 

(Deforges et al., 2009). By contrast, the running-induced no (Deforges et al., 2009; 

Veldink et al., 2003), a transient (Carreras et al., 2010) or a weak and sustained 

(Kaspar et al., 2005) neuroprotection. Since the ALS-induced metabolic alterations is 

though to precede the motor neuron death in ALS mice (Dupuis et al., 2004), 

reducing these alterations through high intensity exercise is expected to limit motor 

neuron death. Besides, reinforcing the oxidative pathway by an endurance exercise 

is likely to contribute to the neurodegenerative process. Therefore, it could be 

speculated that, in the specific context of ALS, an endurance running-based exercise 

would rather worsen the ALS-induced metabolism defect and reduce the 

neuroprotective pathways triggered by physical exercise. By contrast, through the 

reactivation of the glycolytic metabolism, a swimming-based training would limit the 

ALS-induced metabolism defects in synergy with the activation of the other 

neuroprotective pathways triggered by physical activity, accounting for the beneficial 

effects of the swimming-based training in ALS mice. 

The present data suggest that, in addition to PDK4 inhibition (Palamiuc et al., 

2015), switching the muscle metabolism to a more glycolytic one, which is likely to be 

induced by well-designed exercise programs, may provide synergistic beneficial 

effects for ALS patients. 
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Figure 1. Differential effects of running- and swimming-based trainings on the 

global metabolic status of ALS mice. 

A, Body weight of control and ALS mice at P70, sedentary controls and ALS 

mice at P115 and trained ALS mice at P115 (n=18 in each group). B, Epididymal 

white adipose tissue (EAT) weight at P115 (n=8), C, representative pictures of EAT 

at P115, (scale bar: 1cm) and D, distribution of EAT adipocytes cross-section area 

(n=3). E, Mass of liver major lobe (sedentary control and ALS mice n=9; trained ALS 

mice n=3) and F, representative pictures of liver sections stained by hemalun in 

sedentary controls and ALS mice, (scale bar: 100 µm). All data are shown as mean ± 

SD; significance is reported versus control (#) or between ALS conditions (*): p<0.05 

  

Figure 2. The swimming-based training improves glucose tolerance in ALS 

mice. 

A, Glucose tolerance test in sedentary controls and ALS mice at P70 and in 

sedentary controls and sedentary and trained ALS mice at P115, after a swimming- 

(B) or a running- (C) based training (sedentary controls and ALS mice n=6; trained 

ALS mice n=4). D, Blood lactate levels at P115, 2 hours after a running or a 

swimming session (n=4). All data are shown as mean ± SD significance is reported 

versus control (#) or between ALS conditions (*): p<0.05 

 

Figure 3. Physical exercise enhances expression and mobilization of GLUT4 

in ALS skeletal muscles.  

A, Quantification by RT-qPCR of GLUT4 mRNA expression levels in human 

muscular biopsies (control patient n=4; ALS patient n=7) mRNA expression levels are 

normalized with RPL13. B-C, Quantification by RT-qPCR of Glut4 mRNA expression 

levels in the tibialis (B) and in the soleus (C) of sedentary controls and sedentary and 

trained ALS mice at P115. Immunodetection of GLUT4 in muscle transversal section 

in tibialis (D) and soleus (F) (scale bar: 20µm). Analysis of GLUT4 subcellular 

localization in stained fibers in tibialis (E) and soleus (G). mRNA expression levels 
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are normalized with Rps26. All data are shown as mean ± SD; significance is 

reported versus control (#) or between ALS conditions (*): p<0.05 

 

Figure 4. The swimming-based training enhances the GAPDH expression in 

ALS skeletal muscles.  

A, Quantification by RT-qPCR of GAPDH mRNA expression levels in human 

muscular biopsies (control patient n=6; ALS patient n=10) mRNA expression levels 

are normalized with RPL13. Quantification by RT-qPCR of Gapdh mRNA expression 

levels in the tibialis (B) and in the soleus (D) at P115 (n=5). Western blot analysis 

and quantification of GAPDH protein in tibialis (C) and soleus (E) at P115 (n=3). 

mRNA expression levels are normalized with Rps26. All data are shown as mean ± 

SD; significance is reported versus control (#) or between ALS conditions (*): p<0.05 

 

Figure 5. Swimming-induced enhancement of GLUT4 and GAPDH expression 

in ALS tibialis is linked to exercise-induced autophagy.  

Quantification by RT-qPCR of the expression of Beclin1 (A), Bcl2 (B), Lc3b (C) 

and P62 (D) mRNA levels in sedentary controls and sedentary and trained ALS mice 

at P115 in the tibialis. Quantification by RT-qPCR of the expression of Beclin1 (E), 

Bcl2 (F), Lc3b (G) and P62 (H) mRNA levels in sedentary controls and ALS mice at 

P115 in the soleus (n=5). I, Western blot analysis and quantification of LC3B I and 

LC3B II proteins in the tibialis of sedentary controls and sedentary and trained ALS 

mice P115 (n=3). Effects of the autophagy inhibition by either chloroquine (CQ) or 3-

methyladenin (3-MA) after 3 days of swimming on Glut4 (J) and Gapdh (K) mRNA 

expression levels (n=3). mRNA expression levels are normalized with Rps26. All data 

are shown as mean ± SD; # significant refer to control; significance is reported versus 

control (#) or between ALS conditions (*): p<0.05 

 

Figure 6. The swimming-based training exerts its beneficial effects 

independently of PDH modulation.  

Western blot analysis and quantification of the phosphorylation status of PDH-

E1α in the tibialis of sedentary controls and sedentary and trained ALS mice (A) and 
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in the soleus of sedentary controls and ALS mice (B) at P115 (n=3). 

Quantification by RT-qPCR of Pdk4 expression levels in the tibialis of sedentary 

controls and sedentary and trained ALS mice (C) and in the soleus of sedentary 

controls and ALS mice (D) at P115 (n=5). mRNA expression levels are normalized 

with Rps26. All data are shown as mean ± SD; significance is reported versus control 

(#) or between ALS conditions (*): p<0.05 

 

Figure 7. Both exercise paradigms induce adaptations of the oxidative 

energetic pathway in ALS tibialis.  

Evaluation of the enzymatic activity of citrate synthase activity (CS) (nmol.min-

1.mg-1) (A) and of the cytochrome oxidase (COX) (nmol. min-1.mg-1) (B) in the tibialis 

of sedentary controls and sedentary and trained ALS mice at 115 days-of-age (n=3). 

All data are shown as mean ± SD; significance is reported versus control (#) or 

between ALS conditions (*): p<0.05 

 

Figure 8.  The swimming-based training leads to significant triglyceride 

accumulation in ALS muscles.  

Quantification by RT-qPCR of the expression of Cd36 (cluster of differentiation 

36) (A), Vldlr (very-low-density-lipoprotein receptor) (B), Srebp-1c (Sterol regulatory 

element-binding protein-1c) (C), Fas (Fatty Acid Synthase) (D), Ucp3 (Uncoupling 

Protein 3) (E), Acc1 (Acetyl-CoA Carboxylase1) (F), and Dgat1 (DiGlyceride Acyl-

Transferase-1) (G) in the tibialis of sedentary controls and sedentary and trained ALS 

mice at P115 (n=5). Quantification of trigacylglycerol (TAG) (µmol.g-1) (H) in the 

tibialis of sedentary controls and sedentary and trained ALS mice P115 (n=4). mRNA 

expression levels are normalized with Rps26. All data are shown as mean ± SD; 

significance is reported versus control (#) or between ALS conditions (*): p<0.05 
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2. Conclusion article  

L’ensemble de ces données suggèrent une modulation du métabolisme 

énergétique dépendante du type d’exercice physique dans la SLA.  

En contradiction avec deux études précédentes, l’une dans le modèle 

SOD1(G93A) (Smittkamp et al., 2014) et l’autre dans le modèle SOD1(G86R) 

(Dupuis et al., 2004), nous mettons en évidence une intolérance au glucose, 

présente bien avant l’apparition des symptômes (P70).  

L’analyse comparée de deux types d’exercice physique met en évidence 

qu’un exercice de forte intensité tel que la nage, limite significativement  la résistance 

au glucose et favorise le métabolisme glycolytique. Cette adaptation est corrélée à 

une augmentation des réserves lipidiques, des niveaux d’expression des transcrits 

tels que Gapdh ou Glut4, mettant en évidence une amélioration de la ressource 

énergétique.  

Une récente étude montre une amélioration du métabolisme énergétique des 

souris SLA, au niveau musculaire, suite à l’inactivation de l’activité de la PDH 

(Palamiuc et al., 2015). Or, les améliorations observées, à la suite d’un exercice de 

nage, n’empruntent pas la même voie métabolique. En effet, l’étude de l’état de 

phosphorylation de PDH et des enzymes permettant sa phosphorylation ne montre 

pas de différences significatives dans les muscles SLA.  

L’exercice de nage permet une réutilisation du glucose disponible dans le 

sang. Nous nous sommes intéressés au métabolisme énergétique musculaire au 

niveau du tibialis, un muscle rapide et donc très touché dans la SLA (Frey et al., 

2000). Nous avons entrepris l’analyse de la distribution subcellulaire du récepteur au 

glucose, GLUT4 ainsi que de son expression. Cela a permis de mettre en évidence 

un défaut de localisation de ce récepteur dans le tibialis SLA. La diminution du 

récepteur GLUT4 à la membrane peut, en partie, expliquer résistance au glucose 

observée dans ces souris. Or, l’exercice de nage induit une augmentation des 

transcrits d’environ 60% et une relocalisation membranaire, de la protéine GLUT4, 

permettant d’expliquer une augmentation de la tolérance au glucose, semblable au 

contrôle.  
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De plus, une diminution de l’expression de GAPDH est observée dans le 

tibialis SLA, aussi bien au niveau des transcrits que de la protéine. Quel que soit le 

type d’exercice, une augmentation des transcrits et de la protéine est observée mais 

avec une efficacité différente. L’exercice de course permet une augmentation de 

l’expression de la GAPDH semblable au contrôle, tandis que l’exercice de nage 

permet une expression de la protéine et des transcrits au moins deux fois supérieure 

au contrôle. 

Un effet important de l’entraînement à la nage, pour la SLA, est l’augmentation 

de stockage des TG dans le muscle et des lipides dans les adipocytes. Dans le 

tibialis, on observe une augmentation des transcrits des gènes de la lipogenèse et 

des récepteurs aux TG. Une des enzymes, DGAT1, permettant la transformation des 

acides gras en TG, voit aussi son expression augmentée. Or, DGAT1 permet le 

couplage entre la bêta-oxydation et la synthèse des TG. L’étude des capacités 

enzymatiques de la citrate synthase (CS) et de la cytochrome oxydase (COX) [deux 

enzymes intervenant dans la mitochondrie au niveau du cycle de Krebs (CS) ou de la 

chaîne respiratoire (COX)], montre une amélioration après un exercice de nage. 

L’ensemble de ces résultats est corrélé à la quantité de TG observée dans le tibialis.  

Pour l’exercice de course, il est attendu une utilisation préférentielle du 

métabolisme oxydatif (Van Loon et al., 2001; Romijn et al., 1993). Dans nos 

conditions, après un entraînement à la course de 45 jours, le poids des animaux 

ainsi que la masse grasse ne sont pas différentes des souris SLA sédentaires.  

L’exercice de nage, de forte intensité est donc bénéfique pour les souris SLA, 

ces résultats semblent aller à l’encontre de la littérature où il a été montré qu’un 

exercice de course de forte intensité était délétère pour les souris SLA (Carreras et 

al., 2010; Mahoney et al., 2004). Les différences pourraient provenir du fait que la 

nage et la course, même à haute intensité, n’activent pas les mêmes voies 

métaboliques dans le muscle.  

Dans le sens où un exercice de course induit une augmentation de la 

glycolyse aérobie avec une forte production de ROS, les effets peuvent être 

délétères. Pour pouvoir conclure, il faudrait réaliser un exercice de course de forte 

intensité et quantifier le niveau de stress oxydant dans les cellules musculaires. 
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L’étude de l’autophagie montre des variations différentes suivant l’analyse 

des transcrits ou des protéines. Dans la SLA, une diminution des transcrits et une 

augmentation des protéines mettent en avant un défaut de fonctionnement de 

l’autophagie. L’exercice de nage permet, dans le tibialis, de restaurer l’expression de 

l’ensemble de ces facteurs, ce que ne permet pas l’exercice de course. Ainsi, une 

adaptation du protocole de nage a été réalisée à P70, après seulement trois jours de 

nage, une augmentation des transcrits est observable. L’utilisation de drogue 

inhibant une étape clé de l’autophagie, fusion et dégradation lysosomale (3MA ou 

chloroquine), montrent les mêmes effets, c'est-à-dire : une absence de modulation 

du niveau transcriptionnel des ARNm de la Gapdh ou de Glut4. Les bénéfices 

apportés par l’exercice de nage ne sont plus visibles. En 2012, He et collaborateurs 

démontrent l’existence d’une autophagie liée à l’exercice physique (He et al., 2012); 

en 2013, Zala et collaborateurs montrent une glycolyse spécifique du trafic 

vésiculaire (Zala et al., 2013). Ainsi, l’augmentation de GAPDH pourrait améliorer 

l’autophagie dans les souris SLA, et, l’ensemble des améliorations attribuées à 

l’exercice de nage semble être possible par une restitution de l’autophagie.  

Les études précédentes avaient montré que seul l’exercice de nage était 

capable de significativement protéger les MN (Deforges et al., 2009). Les données 

présentes suggèrent qu’au moins en partie, c’est en induisant une adaptation du 

métabolisme énergétique musculaire que l’entraînement parvient à protéger les MN 

de la mort induite par la SLA.  
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Résultats complémentaires  

 

9. 
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1. Introduction  

Dans le contexte actuel de la SLA, les atteintes du métabolisme énergétique 

sont largement démontrées, aussi bien dans les modèles animaux que chez les 

patients. De récentes études suggèrent, dans le modèle souris SOD1(G93A), une 

résistance au glucose ainsi qu’une diminution et un défaut de localisation des 

transporteurs au glucose GLUT4, majoritaire dans le muscle (Desseille, soumis). Les 

atteintes métaboliques observées, suggèrent une diminution de l’utilisation du 

glucose au profit de l’utilisation des lipides, quoique l’ensemble des transcrits codant 

pour certaines protéines du métabolisme, aussi bien glucidique que lipidique, soit 

diminué. Pour permettre de pallier à ce définit énergétique, un exercice physique est 

réalisé en pré-symptomatique durant 45 jours. Les résultats suggèrent une 

amélioration de l’ensemble des processus métaboliques, exclusivement après un 

entraînement à la nage. Les filières énergétiques, stimulées lors de l’exercice de 

nage, varient de celles  d’un exercice de course. Cela suggère que, suivant la filière 

énergétique utilisée, un exercice physique peut s’avérer bénéfique dans un modèle 

souris de SLA (Desseille, soumis). Ces travaux viennent en renfort d’une première 

étude réalisée en 2009, montrant l’effet neuroprotectif d’un exercice de nage et 

l’absence d’amélioration à l’issue de l’exercice de course (Deforges et al., 2009). 

L’hypothèse suggérée qu’une amélioration de l’autophagie, stimulée par l’exercice de 

nage, serait nécessaire à la réutilisation du glucose et, au rétablissement des 

niveaux d’expression des transcrits de protéines, intervenant dans l’ensemble du 

métabolisme énergétique (Desseille, soumis).  

AMPK est une des principales protéines régulatrices du métabolisme 

énergétique (Pimentel et al., 2013) et de la réponse à l’insuline (Kahn et al., 2005), 

dans le muscle. Il a été montré, qu’un entraînement physique stimule AMPK dans les 

muscles humains ou murins (Richter and Ruderman, 2009). La création d’un modèle 

souris KO pour l’isoforme α2 d’AMPK montre, à l’issue d’un exercice physique, la 

nécessité de cette isoforme dans le métabolisme énergétique et le maintien de 

l’intégrité du muscle. La délétion de cette isoforme provoque une insulinorésistance, 

une intolérance au glucose et une augmentation du taux de TG circulants (Viollet 

Andreelli 2003, Villena Viollet 2004). L’activation d’AMPK est proposée comme 
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régulateur des effets de l’exercice physique et de la captation du glucose 

permettant une meilleure sensibilité à l’insuline (Koshinaka et al., 2009). Des travaux 

envisagent AMPK comme un modulateur de l’autophagie à l’issue d’un exercice 

physique (Egan et al., 2010; Kim et al., 2011).  

Liu et collaborateurs ont mis en évidence une augmentation significative de 

l’activité d’AMPK dans les motoneurones de patients SLA TDP-43 (Liu et al., 2015a). 

Les études réalisées sur les souris SOD1(G93A) montrent une augmentation de la 

phosphorylation d’AMPK dans le cortex cérébral, la moelle épinière et les muscles 

des pattes arrière à P120 (Zhao et al., 2011). Une nourriture enrichie en acides gras 

et cholestérol a été donnée à ces souris et permet une diminution significative de 

l’activation d’AMPK (Zhao et al., 2011). Une augmentation de la durée de vie et une 

diminution des symptômes sont aussi observées à l’issue de cette adaptation 

alimentaire. Différents traitements d’activation et d’inhibition ont été réalisés sur 

divers modèles souris de SLA. L’activation d’AMPK, à la metformine dans le modèle 

SOD1(G93A) induit une accélération des symptômes dans les souris femelles 

(Kaneb et al., 2011), alors qu’une activation au latrepirdine, dans le même modèle, 

induit une augmentation de la durée de vie et un décalage dans l’apparition des 

symptômes (Coughlan et al., 2015). L’inhibition d’AMPK permet, dans le modèle 

TDP-43, une amélioration de l’état de santé des souris (Liu et al., 2015b). Enfin, 

l’ablation du gène codant pour l’isoforme α2, dans le modèle SOD1(G93A), ne 

modifie pas l’âge d’apparition ni la sévérité des symptômes (Vergouts et al., 2015).  

L’ensemble des études met en évidence, une altération de l’activation dans la 

SLA, aussi bien au niveau des souris que des patients. Cependant, suivant les 

drogues utilisées, l’apport bénéfique d’une activation d’AMPK reste soumis à 

controverse. AMPK est une molécule, se situant au niveau d’un carrefour 

métabolique, intervenant dans une grande quantité de voies de régulation 

intracellulaires telle que l’homéostasie, l’autophagie ou le métabolisme des ARN.  

L’effet de l’exercice physique sur l’activité d’AMPK est dépendant de PGC1α. 

L’impact de l’exercice physique dans la SLA, sur l’activation d’AMPK, n’a pas encore 

été étudié. Nous avons donc entrepris l’étude de certaines de ses cibles pour mettre 

en évidence si, via l’exercice de nage, l’état de phosphorylation d’AMPK est modulé.  
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2. Matériels et méthodes  

 

1. Modèle murin  

La lignée B6SJL-Tg (SOD1(G93A))1 GUR/J (Jackson, Bar Harbor, ME, USA) 

est celle utilisée lors de cette étude. Les souris présentent environ une trentaine de 

copies du transgène humain SOD1(G93A) et ont été obtenues au sein des 

Laboratoires Jackson (Jackson, USA). 

Le maintien de la lignée s’effectue en croisant un mâle SOD1(G93A) avec une 

femelle B6SJL (Charles River, Le GenestSt-Isle, France). L’ensemble des portées 

est génotypé entre P5 et P7 à partir d’un bout de doigt, permettant ensuite 

l’identification de la souris. Une fois extrait, l’ADN génomique de souris (5ng.µl-1) est 

utilisé pour réaliser une PCR classique ciblant le transgène humain. Seuls les mâles 

positifs pour l’expression du transgène sont utilisés pour les expériences. Ils seront 

appelés « SLA » 

D’autre part, un croisement entre souris B6SJL permet de donner la 

population de souris contrôles (Charles River, Le GenestSt-Isle, France).  

Les conditions d’élevage des souris sont en accord avec les directives du 

Ministère de l’enseignement supérieur et de la Recherche, concernant l’utilisation et 

le stockage d’organismes génétiquement modifiés. 

 

2. Entraînements 

Dès la phase asymptomatique, (P70), les souris SLA et contrôles, sont 

soumises à l’un des deux types de protocole d’entraînement. Soit un exercice de 

course sur tapis roulant, à une vitesse maximale de 13 m.min-1 , soit un exercice de 

nage en piscine à contre-courant à un débit maximum de 5 l.min-1(Grondard et al., 

2008). La vitesse des protocoles dépend de la capacité de la souris au moment de 

l’effort et peut se trouver adaptée, en cas d’impossibilité à réaliser l’effort demandé. 

Le protocole d’exercice est de 30 minutes par jour, à raison de 5 jours par semaine.  
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Les souris SLA soumises à l’exercice physique sont comparées aux 

souris contrôles et aux souris SLA sédentaires. Les souris SLA entraînées à la 

course sont nommées « ALS Run » et les souris SLA entraînées à la nage « ALS 

Swim », dans la suite du manuscrit. 

3. Prélèvements  

Les souris sont anesthésiées au pentobarbital (60mg.kg-1) avant d’être 

prélevées. Les tissus utilisés à des fins histologiques sont congelés dans de 

l’isopentane refroidi à 80°C, et les autres sont placés dans des tubes refroidis dans 

de l’azote liquide permettant la congélation instantanée du tissu.  

Pour les souris ayant réalisé un protocole d’exercice, les tissus sont prélevés 

deux heures après entraînement. 

 

4. Analyse protéique : le western immuno blot (WIB)  

Les muscles sont pris dans leur totalité, pesés puis incubés avec un tampon 

RIPA (50mM TRIS, 150mM de Nacl, 0,1% de SDS, 1%NP40, NaF 10mM, protease 

inhibitor Roche 1X, phosphatase inhibitor Sigma 1%), 100µl pour 5mg, avant d’être 

broyés via l’utilisation de billes de tungstène à une fréquence de 25 Hertz, 3x5 

minutes avec un temps de 10 minutes dans la glace, pour éviter l’augmentation de la 

température de l’échantillon. Les échantillons sont ensuite centrifugés 10 minutes à 

17000g, le surnageant est récupéré, aliquoté et congelé à -80°C.  

La quantité de protéine dans les échantillons est déterminée par la technique 

du Bradford (Bradford protein assay, Biorad Laboratories, CA). Suivant la protéine 

étudiée, une quantité de protéine est déposée sur gel d’acrylamide SDS-Page à 

10,5% (1,5M Tris, 10 ,5% polyacrylamide, 0,07% bis acrylamide, 0.1%SDS, 0.05% 

APS, 0,06% Temed). Les protéines, séparées selon le poids sont transférées sur une 

membrane PVDF (Amerscham, GE Healthcare Vélizy-Villacoublay, France), suivant 

le protocole décrit en 1984 (Towbin and Gordon, 1984). Une incubation de la 

membrane dans du rouge ponceau permet de contrôler la quantité et la qualité du 

transfert. La membrane est ensuite décolorée dans du TBS tween 0.1%, et incubée 

dans un bain de saturation de TBS tween 0,1% BSA 4%, pendant une heure à 
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température ambiante. Les membranes sont ensuite incubées toute la nuit dans 

une solution de TBS tween BSA, avec la dilution adéquate de l’anticorps. Le 

lendemain les membranes sont rincées dans une solution de TBS tween, avant 

d’être incubées une heure avec l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase. Après 

rinçage du second anticorps, le complexe anticorps primaire/ anticorps secondaire 

est révélé par luminescence et l’expression des protéines est évaluée sur Enspire 

(GE Healthcare), ce qui permet la réalisation de clichés de la membrane sur des 

temps d’exposition adaptés et non saturants. 

Les images sont ensuite analysées par ImageJ, l’intensité des bandes de 

protéine est quantifiée en nombre de pixel et rapportée au contrôle interne (la 

tubuline). Les rapports de la protéine sur leur contrôle interne permettent d’obtenir 

des données comparables.  

L’ensemble des caractéristiques des anticorps sont reprises dans le tableau 

suivant :  

Sigle Références anticorps espèce hôte 
µg de protéine 

déposé 
dilution 

p-AMPK Cell Signaling 2531 Rabbit 80 1/1000 

AMPK Cell Signaling 2532 Rabbit 80 1/1000 

α-tubuline Sigma T6074 Mouse / 1/20 000 

 

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés pour la quantification de protéine 
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5. Analyse transcriptionnelle : la RT-qPCR 

Pour l’analyse transcriptionnelle, l’ensemble du protocole se déroule à +4°C. 

Les échantillons de muscle sont soumis au même type de broyage que pour les 

protéines (paragraphe WIB) mais dans 500µl d’une solution de Trizol Reagent (life 

technologie, Saint-Aubin, France). A l’issue du broyage, une centrifugation des 

échantillons est réalisée à 17000g pendant 15 minutes. Le surnageant est réccupéré 

et mis dans un nouveau tube avec 20% de chloroforme. Les tubes sont mélangés 

mécaniquement et mis à incuber 3 minutes à température ambiante. Une nouvelle 

centrifugation est réalisée, 17000g, 15 minutes, et la phase aqueuse est prélevée. 

Les ARNm sont précipités par 550µl d’éthanol 100% refroidi à -20°C, et, le tout est 

agité par retournement, avant d’être incubé 30 minutes à -20°C. Une centrifugation 

de 30 minutes, à 17000g, est réalisée pour permettre la formation d’un culot d’ARN. 

Deux autres centrifugations similaires seront réalisées pour nettoyer l’ARN, avec de 

l’éthanol à 75%. Le culot est ensuite mis à sécher puis resuspendu dans de l’eau 

distillée. Une quantification est réalisée via un Nanodrop et les rapports de densité 

optique 260/230 et 260/280 permettent d’estimer la quantité et la qualité de la 

préparation. 

1µg d’ARN est ensuite soumis à une transcription inverse permettant ainsi 

d’obtenir des ADNc (ADN complémentaires). Ces derniers sont utilisés pour réaliser 

une PCR en temps réel, dans un mélange contenant du SYBR Green, des primers et 

de l’eau, sur un appareil Taqman ABI Prism 7700 (Applied Biosystems Inc. 

Courtaboeuf, France). Les échantillons sont déposés en triplicata, et les valeurs 

obtenues sont analysées par la méthode relative des Ct, où la quantité de produit est 

obtenue par comparaison avec le contrôle endogène par la formule 2-ΔΔCt. Le gène 

rapporteur utilisé est Rps26. 

Pour chaque échantillon, un contrôle négatif, correspondant à l’utilisation d’un 

microgramme d’ARN n’ayant pas subi la reverse transcriptase, est étudié. 

L’utilisation d’un polydT lors de la transcription inverse et la sélection de primers 

ciblant les exons, diminuent l’amplification d’ADN génomique. L’ensemble des 

couples de primers utilisés est listé dans le tableau suivant : 
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Sigle NOM sens 

5’  =>  3’ 

anti-sens 

5’  =>  3’ 

26S 40S ribosomal protein S26  AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAA GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG 

Abca1 ATP-Binding-Cassette protein A1 CTGTTTCCCCCAACTTCTG TCTGCTCCATCTCTGCTTTC 

Chrebp Carbohydrate-responsive element-binding protein CACTCAGGGAATACACGCCTAC  ATCTTGGTCTTAGGGTCTTCAGG 

Dhcr24 24-dehydrocholesterol reductase GTTCGTGTGCCTCTTCTTG TCTTACTGCCCTGTTCCTTC 

Fndc5 Fibronectin type III domain-containing protein 5 CAA CGA GCC CAA TAA CAA CA AGA AGG TCC TCT CGC ATT CTC 

Hmgcr 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase GAATGCCTTGTGATTGGAGTTG ACACAGGCCGGGAAGAATG 

Pgc1α Peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator-1α CAGGCAGTAGATCCTCTTCAAG AGGCTCAAGAGGGATGAATACC 

Prkaa1 protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit GCTGTATTCCCGCTGTGTAG TTAGTTGGCTCCTCCTTTTG 

Prkaa2 protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic subunit CCCTGGTCTCTGTCTTTCTG CTGGATTTCTGTGTTTTCGG 

Tbc1d1 TBC1 domain family menber 1 TCCGCAGTAGCACCTTTAGC ATTGGCCAATCGTGAACAG 

 

Tableau 5 : Liste des couples de primers utilisés pour la RT-qPCR 

 

6. Analyses statistiques 

L’ensemble des données est présentée en moyenne et écart type. Les 

données sont soumises a un test statistique via le logiciel Systat v 8 (SPSS Inc., 

Chicago, IL). Les données sont soumises à un test Shapiro-Wilk, suivi d’un t-test 

pour les données suivant la loi normale, ou un Equal variance ou un Mann-Whitney 

Rank Sum Test pour les autres. Le sigle # se réfère à la significativité comparée au 

contrôle, et * correspond à la significativité entre deux groupes SLA. p<0,05. 
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Analyse par WIB de la phosphorylation d’AMPK (A) et par RT-qPCR des 

transcrits des deux isoformes de la sous-unité alpha d’AMPK, Prkaa1 (B) et Prkaa2 

(C) chez les souris contrôles et les souris SLA sédentaires ou entraînées à la 

course ou à la nage .n=3, p<0.05, # significativement différent du Sed Control, * 

significativement différent entre deux groupes de SLA  

 

3. Résultats : 

1. Modulation d’expression des différentes sous-unités 

d’AMPK dans le tibialis des souris SOD1(G93A) et impact 

d’un exercice physique.  

La sous-unité catalytique α présente deux isoformes, AMPKα1 et AMPKα2 

codées par les gènes Prkaa1 et Prkaa2 respectivement.  

 

Nous avons analysé l’expression de la protéine par WIB d’AMPK et son état 

de phosphorylation via la Ser172Thr, ainsi que l’expression des transcrits de Prkaa1 

et Prkaa2 par RT-qPCR sur les tibialis des souris contrôles et des souris SLA 

sédentaires ou entraînées à la course ou à la nage, à P115. 

Figure 8: Analyse de l'état de phosphorylation d'AMPK dans 
le tibialis des souris SOD1(G93A) à P115 
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L’analyse de l’expression d’AMPK met en évidence une augmentation de 

la phosphorylation dans la SLA qui est maintenue malgré l’exercice physique (Figure 

8 A). L’étude transcriptionnelle permet de différencier l’expression des deux sous-

unités d’AMPK. On observe ainsi que la sous-unité α1, codée par Prkaa1, ne semble 

pas être modulée dans la SLA (Figure 8 B) alors que la sous-unité α2, codée par 

Prkaa2, est régulée négativement dans la SLA (Figure 8 C). L’exercice de course ne 

permet qu’une faible augmentation de l’expression de cette sous-unité, tandis que 

l’exercice de nage ramène les valeurs d’expression au niveau du contrôle (Figure 8 

C).  

AMPK régule la captation du glucose par phosphorylation de 

TBC1D1 

TBC1D1 (tre-2/USP6, BUB2, cdc16 domain family member 1) est une protéine 

intervenant dans la localisation subcellulaire de GLUT4, après un exercice physique. 

Elle est une cible d’AMPK, et permet en collaboration avec AS160 (Akt substrate of 

160 kDa) la régulation de la prise de glucose dépendante de l’insuline. Sa 

phosphorylation permet l’internalisation des transporteurs GLUT4.  

Nous avons analysé l’expression des transcrits de Tbc1d1 par RT-qPCR sur le 

tibialis des souris contrôles et des souris SLA sédentaires ou entraînées à la course 

ou à la nage, à P115. 

L’analyse transcriptionnelle met en évidence une diminution de l’expression de 

Tbc1d1 dans le tibialis SLA à P115 (Figure 9). L’exercice de course n’engendre pas 

d’augmentation des transcrits, à l’inverse de l’exercice de nage qui rétablit une 

expression comparable au contrôle (Figure 9). Ces résultats sont en accord avec les 

 

 

Analyse par RT-qCR des transcrits de Tbc1d1 des souris 

contrôles et des souris SLA sédentaires ou entraînées à la course ou à 

la nage n=3, p<0.05, # significativement différent du Sed Control, * 

significativement différent entre deux groupes de SLA  

Figure 9 : Analyse des transcrits de Tbc1d1 dans 
le tibialis des souris SOD1(G93A) à P115 
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effets de la nage sur la localisation de GLUT4, une amélioration de la régulation 

de la localisation subcellulaire. 

Le niveau de glucose cytoplasmique impacte la régulation de 

la lipogenèse endogène via le facteur de transcription ChREBP. 

Nous nous sommes intéressés au facteur de transcription ChREBP 

(Carbohydrate-responsive element-binding protein), qui régule l’expression des 

gènes de la lipogenèse endogène en fonction du taux de glucose cytoplasmique 

(Benhamed et al., 2013). Lors d’un faible taux de glucose cytoplasmique, Chrebp se 

localise dans le cytoplasme. Une augmentation de glucose cytoplasmique induit sa 

translocation dans le noyau où il permet d’une part, l’activation de la transcription des 

gènes de la lipogenèse et, d’autre part, une auto régulation positive, permettant ainsi 

une augmentation rapide et importante de la lipogenèse (Benhamed et al., 2013).  

 

Nous avons analysé l’expression des transcrits de Chrebp par RT-qPCR sur le 

tibialis des souris contrôles et des souris SLA, sédentaires ou entraînées à la course 

ou à la nage, à P115. L’analyse transcriptionnelle met en évidence une diminution de 

l’expression de Chrebp dans le tibialis SLA à P115 (Figure 10). L’exercice de nage 

permet de revenir dans des taux d’expression semblables aux contrôles. L’exercice 

de course ne permet pas de modifications significatives (Figure 10). Ces données 

sont en accord avec les résultats précédents, indiquant une meilleure tolérance au 

glucose des souris SLA soumises à l’exercice de nage. 

 

 

Analyse par RT-qCR des transcrits de Chrebp des souris 

contrôles et des souris SLA sédentaires ou entraînées à la course ou à 

la nage. n=3, p<0.05, # significativement différent du Sed Control, * 

significativement différent entre deux groupes de SLA  

Figure 10 : Analyse des transcrits de Chrebp dans 
le tibialis des souris SOD1(G93A) à P115 
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2. La biosynthèse du cholestérol est régulée par AMPK via 

HMGCR. 

Le cholestérol est un composé essentiel à la formation des membranes. 

Quoique sa synthèse soit principalement réalisée dans le foie, chaque tissu est 

capable de la réaliser.  

HMGCR (Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase ou HMG CoA Reductase) est 

la première enzyme du métabolisme du cholestérol, catalysant la réduction de 

l’HMG-CoA en mélovate. Elle est rétro régulée par le cholestérol lui-même, lorsque 

ce dernier est fixé aux LDL.  

Le mélovate subit une succession de réactions, permettant d’aboutir à la 

formation de desmostérol ou de lanostérol. Ces deux molécules sont ensuite réduites 

en cholestérol, par DHCR24 (24-dehydrocholesterol reductase) aussi connue sous le 

nom de Seladin1.  

Le cholestérol, lorsqu’il est en excès dans les cellules, est exporté pour être 

redirigé vers le foie via les HDL. Cette sortie est possible grâce à un transporteur 

ABCA1 (ATP-binding cassette 1) aussi connu sous le nom de CERP (cholesterol 

efflux regulatory protein).  

 

 

Analyse par RT-qCR des transcrits de Hmgcr (A), Dhcr24 (B) ou Abca1 (C) des souris contrôles et les souris SLA 

sédentaires ou entraînées à la course ou à la nage. n=3, p<0.05, # significativement différente du Sed Control, * significativement 

différent entre deux groupes de SLA  

Figure 11 : Analyse des transcrits des enzymes intervenant dans la voie de biosynthèse du 
cholestérol dans le tibialis des souris SOD1(G93A) à P115 
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Nous avons analysé l’expression des transcrits de Hmgcr, Dhcr24, et 

Abca1 par RT-qPCR sur le tibialis des souris contrôles et des souris SLA, 

sédentaires ou entraînées à la course ou à la nage, à P115.  

Dans le tibialis SLA, le niveau des transcrits de Hmgcr et Dhcr24 est diminué 

(Figure 11 A, B). Les exercices de course et de nage permettent une augmentation 

du niveau des transcrits de Hmgcr (Figure 11 A) et de Dhcr24 (Figure 11 B). 

L’analyse de l’expression des transcrits de Abca1 ne présente pas de différence 

quelles que soient les conditions (Figure 11 C). 

Ces données suggèrent une altération de la biosynthèse du cholestérol dans 

la SLA  ; l’exercice de nage semble le plus adapté pour permettre une restauration 

de l’expression de l’ensemble des tanscrits.  
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3. L’exercice physique active PGC1α par modulation de 

l’activité d’AMPK.  

PGC1α (peroxysome proliferator activator receptor γ coactivator-1α) est un 

facteur de transcription, impliqué dans le métabolisme énergétique (Tiraby and 

Langin, 2005). Il est particulièrement exprimé dans certains types de tissus dont les 

muscles squelettiques. PGC1α est un activateur de la biosynthèse mitochondriale, 

de l’oxydation des acides gras, notamment en stimulant l’expression de CPT1. Il va 

permettre la transition des fibres de type II en fibres de type I, la régulation du taux 

de cholestérol et l’augmentation du transport du glucose. Ce facteur de transcription, 

intervenant dans de nombreuses étapes clés du métabolisme, est stimulé lors des 

exercices physiques d’endurance.  

 

Nous avons analysé l’expression des transcrits de Pgc1α par RT-qPCR dans 

le tibialis des souris contrôles et des souris SLA sédentaires ou entraînées à la 

course ou à la nage à P115. 

L’analyse de l’expression de Pgc1α dans le tibialis SLA à P115 montre une 

diminution significative des transcrits (Figure 12). Les deux types d’exercices 

induisent une augmentation de l’expression de Pgc1α dans le tibialis SLA (Figure 

12), mais avec des efficacités différentes. L’exercice de course induit un niveau 

intermédiaire, l’augmentation des transcrits n’étant pas assez importante pour qu’il y 

ait une différence significative avec le tibialis SLA, mais cela le rapproche 

suffisamment du témoin, pour que la diminution ne soit plus significative. L’exercice 

de nage, quant à lui permet une expression transcriptionelle semblable au contrôle. 

 

 

 

Analyse par RT-qCR des transcrits de PGC1α des souris 

contrôles et des souris SLA sédentaires ou entraînées à la course ou à 

la nage. n=3, p<0.05, # significativement différent du Sed Control, * 

significativement différent entre deux groupes de SLA  

 

Figure 12 : Analyse des transcrits de Pgc1a dans 
le tibialis des souris SOD1(G93A) à P115 
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AMPK a un impact indirect sur la production d’irisine : 

PGC1α régule la transcription de FNDC5. 

Ces dernières années, il a été mis en évidence une molécule, libérée 

exclusivement lors d’exercice physique, et elle serait à l’origine de nombreuses 

modulations (Boström et al., 2012). Celle-ci, assimilée à une hormone, est nommée 

irisine. Elle se présente sous forme de précurseur, FNDC5, avant d’être clivée et 

libérée dans l’organisme. La transcription de FNDC5 est dépendante de PGC1α.  

 

Nous avons analysé l’expression des transcrits de Fndc5 par RT-qPCR dans 

le tibialis des souris contrôles et des souris SLA sédentaires ou entraînées à la 

course ou à la nage, à P115. 

 

 

Analyse par RT-qCR des transcrits de Fndc5 des souris 

contrôles et les souris SLA sédentaires ou entraînées à la course ou à 

la nage. n=3, p<0.05, # significativement différent du Sed Control, * 

significativement différent entre deux groupes de SLA  

Figure 13 : schéma représentatif de 
l'action de l'exercice physique sur PGC1a  

https://www.caymanchem.com/app/template/Article.vm
/article/2192 

 

Figure 14 : Analyse des transcrits de Fndc5 dans 
le tibialis des souris SOD1(G93A) à P115 
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Dans le tibialis SLA, l’expression de FNDC5 est significativement 

diminuée (Figure 14). Quel que soit le type d’exercice, une augmentation des 

transcrits est observée (Figure 14), mais elle est significativement plus importante 

avec l’exercice de nage.  
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4. Conclusion 

La phosphorylation d’AMPK traduit l’activité de cette protéine. Nous avons 

montré, dans le tibialis des souris SOD1(G93A), une augmentation de la 

phosphorylation d’AMPK, comme cela a déjà été démontré dans le cerveau, la 

moelle épinière et les muscles (Zhao et al., 2015).  

Cependant l’étude transcriptionnelle des deux sous-unités nous permet de 

différencier l’état de phosphorylation général et l’activité plus spécifique des sous-

unités catalytiques. La sous-unité α1 ne semble pas être affectée par la pathologie, 

cependant la diminution d’expression des transcrits de la sous-unité α2 permet de 

comprendre pourquoi un modèle souris KO pour cette sous-unité ne permet pas de 

changer la course des symptômes des souris SOD1(G93A). Les altérations 

d’expression de la sous-unité α2, majoritaire dans le muscle, suggèrent un défaut 

d’action d’AMPK sur la régulation du métabolisme énergétique. L’ensemble de 

l’étude transcriptionnelle sur les protéines, directement ou indirectement régulées par 

AMPK, renforce cette hypothèse. Dans la SLA, l’étude des hétérotrimères d’AMPK et 

des voies de signalisation qu’ils activent, pourrait donner des éléments de réponse 

sur les actions contradictoires des drogues utilisées.  

L’exercice physique, aussi bien l’exercice de course que l’exercice de nage, 

semble moduler l’expression de la sous-unité α2 d’AMPK. Cependant, seul l’exercice 

de nage permet, sur l’ensemble des gènes analysés, un niveau d’expression des 

transcrits au moins équivalent au contrôle. L’expression de PGC1α dépend de 

l’intensité de l’exercice physique. Ainsi comme attendu, l’exercice de nage semble 

plus intense que l’exercice de course, permettant une augmentation plus importante 

de FNDC5. Ce dernier est clivé puis libéré dans le système sanguin pour agir telle 

une hormone. Un traitement au FNDC5 pourrait être une cible thérapeutique dans la 

SLA. En effet, l’injection d’irisine dans un modèle murin de diabète de type 2, permet 

une augmentation de la captation du glucose et une stimulation du métabolisme 

lipidique (Xin et al., 2015).  

En parallèle des défauts métaboliques observés, l’altération d’AMPK suggère 

une modulation de la biosynthèse du cholestérol, composé important de la 

membrane cellulaire. Or, un défaut dans la composition même de la structure 
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membranaire pourrait induire de nombreuses modulations du métabolisme 

énergétique (Grey 1984, Fu 2014). 

Ainsi, dans notre modèle souris SOD1(G93A), l’exercice de nage semble 

améliorer l’expression de certaines sous-unités catalytiques, suggérant une 

amélioration du métabolisme énergétique, dépendant d’AMPK. L’autophagie, 

proposée comme nécessaire à l’amélioration du métabolisme énergétique après un 

exercice de nage (Desseille, soumis), est en partie régulée par AMPK via la 

phosphorylation de ULK1/2. Les données suggèrent que l’exercice physique, par son 

action sur l’autophagie et Prkaa1, semble améliorer de nombreuses voies de 

signalisation, altérées dans la SLA. 
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10.  

La relation entre le métabolisme énergétique et la neuroprotection n’était pas 

particulièrement étudiée dans le cas de modèle murin de SLA. L’ensemble des 

résultats suggère une amélioration du métabolisme énergétique dans les souris SLA 

entraînées à la nage, et une implication de l’autophagie.  

1.  Altération du métabolisme énergétique dans 

le modèle souris SOD1(G93A) 

 

L’analyse de l’altération du métabolisme se place dans un contexte particulier 

autour de la SLA. L’apport bénéfique de l’exercice physique est controversé, mais à 

l’issue d’un premier travail concluant à un effet de neuroprotection de la nage 

(Deforges et al., 2009), l’hypothèse, que certains types d’exercice physique 

pourraient être bénéfiques dans le modèle SOD1(G93A), s’est posée.  

Il a été montré une relation entre le métabolisme énergétique et le maintien 

des jonctions neuromusculaires (Moruzzi and Bergamini, 1983). Or le maintien de la 

JNM peut permettre la neuroprotection. Ainsi, dans la SLA, la dénervation étant un 

des phénomènes précoces dans le modèle SOD1(G93A) (Vinsant et al., 2013a), une 

amélioration du métabolisme énergétique pourrait être bénéfique et possiblement 

induire la neuroprotection observée à l’issue d’un exercice de nage.  

Nos résultats suggèrent une altération du métabolisme énergétique dans la 

SLA. De nombreuses données de la littérature mettent en évidence une diminution 

des réserves lipidiques des souris SLA, et une utilisation préférentielle de cette 

ressource (Dupuis et al., 2004; Piquet, 2006). Ainsi dans le modèle SOD1(G93A) 

nous retrouvons ce résultat, sans toutefois, observer de stéatose hépatique 

(Finkelstein et al., 2011) restant fidèle à la pathologie humaine (Dupuis et al., 2008).  

Nous nous sommes donc intéressés à certaines étapes du métabolisme 

énergétique. Pour permettre l’étude de l’utilisation du glucose, nous avons analysé 

l’expression et la localisation de GLUT4, transporteur majoritaire du glucose dans les 
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muscles squelettiques, ainsi que l’expression transcriptionnelle et protéique de 

la GAPDH, enzyme de la glycolyse hautement conservée, et l’analyse de l’état de 

phosphorylation de la PDH, enzyme permettant le passage du pyruvate dans la 

mitochondrie. De plus, nous avons observé le devenir du pyruvate par l’analyse de la 

concentration de lactate et la capacité d’activation de la cytochrome oxydase. En 

parallèle, nous avons analysé, d’une part le niveau transcriptionnel de nombreuses 

protéines intervenant dans la régulation du métabolisme lipidique, et d’autre part, la 

concentration de triglycérides dans le muscle des souris SOD1(G93A). Enfin, nous 

nous sommes intéressés à l’état d’activation de l’autophagie et à sa fonctionnalité. 

Lorsque nous nous sommes intéressés au métabolisme du glucose, la 

diminution des transcrits de Glut4, ainsi que son défaut de localisation sont en accord 

avec la résistance au glucose observée dès P70. Or dans la littérature, il a été 

montré une absence ou une diminution de la résistance au glucose dans le même 

modèle souris (Dupuis et al., 2004; Smittkamp et al., 2014). Cependant les souris 

analysées, dans le cadre de notre étude, semblent avoir une pathologie plus sévère 

avec une perte de poids significativement plus importante. D’autre part, la résistance 

au glucose a été réalisée après une période de jeûne de 4h durant la période de 

repos. Dans le cas de l’étude réalisée par Smittkamp, la période de jeûne est de 12h 

durant la période d’activité. L’ensemble des données, physiologiques (tolérance au 

glucose, concentration de lactacte) et moléculaires (GAPDH, GLUT4) va dans le 

sens d’une résistance au glucose, comme cela a pu être observée chez l’homme 

(Poulton and Rossi, 1993; Pradat et al., 2010). De plus, certains gènes, comme 

Chrebp, dont la transcription dépend du taux de glucose intracellulaire, sont diminués 

(Benhamed et al., 2013). Cela confirme que dans le modèle souris SOD1(G93A), au 

niveau du tibialis à P115, le niveau de glucose capté par le muscle semble 

relativement faible comparé aux témoins.  

Au niveau lipidique, une importante diminution est aussi observée. La 

lipogenèse est en partie dépendante du taux de glucose (Benhamed et al., 2013). Le 

niveau de triglycéride dans le tibialis se trouve fortement diminué, suggérant une 

utilisation des lipides sans possibilité de stockage. Deux récepteurs participent à 

l’entrée des TG dans la cellule : VLDLR (Yagyu et al., 2002) et CD36 (McFarlan et 

al., 2012). L’expression des transcrits de VLDLR est diminuée et est inchangée pour 

CD36. L’expression des facteurs de transcription, des gènes codant pour la 
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lipogenèse tels que Fas, Chrebp, Srebp, présente des niveaux d’expression très 

bas dans les muscles SLA comparés aux muscles contrôles (diminution de plus de 

60%). La majeure partie des acides gras utilisés par la cellule, semble être 

extracellulaire. Deux origines sont possibles : une origine alimentaire ou une origine 

endogène (production d’AG dans le foie).  

Les AG sont captés par la cellule musculaire et peuvent être : soit oxydés, au 

niveau de la mitochondrie pour permettre la production d’acétyl-CoA, soit stockés 

dans le cytoplasme. Or dans le modèle souris SOD1(G93A), de nombreuses études 

ont mis en évidence une vacuolisation mitochondriale (Jaarsma et al., 2000). En 

phase terminale de la pathologie, la capacité mitochondriale à réaliser les activités 

métaboliques, est donc intrinsèquement altérée, et cela indépendamment de la 

disponibilité en substrat. Dans notre étude, nous montrons une altération des 

activités de la citrate synthase et de la cytochrome oxydase (enzymes intervenant 

respectivement dans le cycle de Krebs et la chaîne respiratoire), en accord avec la 

littérature dans le modèle SOD1(G93A) (Kirkinezos et al., 2003). De plus, nous 

avons rapporté des défauts mitochondriaux au niveau des transcrits, notamment une 

chute de l’expression de UCP3 dans le tibialis des souris SLA comparées aux souris 

contrôles.  

Ainsi, l’ensemble des données de notre étude, associé aux données de la 

littérature, suggèrent fortement une altération du métabolisme dans le muscle SLA, 

induisant un déficit énergétique.  

Lors d’une carence en énergie, la cellule active un processus de dégradation 

protéique, l’autophagie, pour permettre de combler le déficit énergétique (Masiero et 

al., 2009). Nous nous sommes donc intéressés à l’expression des gènes de 

l’autophagie dans le tibialis des souris SLA et contrôles. Cette étude a été réalisée à 

différents niveaux de ce processus, en amont via l’analyse de l’expression de Bcl2 et 

Beclin1, lors de l’initiation via l’expression de LC3B et P62. Quel que soit le niveau 

considéré, il semble y avoir une altération de l’autophagie.  

Dans les souris SLA, une diminution de l’ensemble des transcrits des 

protéines intervenant dans l’autophagie et l’augmentation de la quantité de protéines 

LC3B suggèrent un défaut de fonctionnement de l’autophagie. L’analyse de la 

disruption du LC3B renforce l’hypothèse d’une activation de l’autophagie. Des 

résultats préliminaires d’un immunomarquage ciblant LC3B et la cathepsine D 
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(protéine de la membrane interne du lysosome) renforcent l’idée de 

l’accumulation des autophagosomes dans le tibialis des souris SLA (données non 

montrées, n=2) et une diminution de la fusion aux lysosomes (données non 

montrées, n=2). Il semblerait que l’altération de l’autophagie induise une 

accumulation des autophagosomes et des protéines mal conformées. La diminution 

de l’expression des transcrits suggèrent un rétrocontrôle négatif sur la transcription 

des gènes de l’autophagie. Or dans les muscles des souris SOD1(G93A), il ne 

semble pas y avoir d’agrégats de la protéine SOD1 mutée, à l’inverse de la moelle 

(Wei et al., 2013). Cela suggère une altération de l’autophagie dans l’ensemble des 

tissus du modèle SOD1(G93A) ; de plus dans la littérature, des publications mettent 

en évidence des altérations de l’autophagie dans la SLA, aussi bien chez les souris 

que chez les drosophiles (Jain et al., 2015; Lee et al., 2015). 

L’ensemble de ces processus (métabolisme glucidique, lipidique et 

autophagie) a un facteur commun en amont de leur régulation : AMPK (Hardie and 

Pan, 2002). Cette enzyme, dont l’activité est dépendante du ratio AMP/ATP, 

intervient dans un nombre très élevé de voies de signalisation. Elle est composée de 

sous-unités catalytiques et de sous-unités régulatrices. Suivant sa composition elle 

intervient préférentiellement dans l’une ou l’autre des voies de régulation. Ainsi, elle 

peut inhiber l’autophagie par stimulation de mTOR, elle régule la translocation de 

GLUT4 à la membrane, par phosphorylation de TBC1D1, elle inhibe la lipogenèse et 

stimule l’oxydation des AG. Elle intervient aussi dans la biosynthèse mitochondriale 

et joue un rôle dans la voie de biosynthèse du cholestérol (Mounier et al., 2015). 

Nous avons donc, analysé le profil d’activation d’AMPK dans le tibialis des souris 

SLA et contrôles à P115.  

Le niveau de phosphorylation d’AMPK, traduisant son niveau d’activité, est 

augmenté. Cependant, la structure hétérotrimérique d’AMPK permet, suivant la 

répartition de ses sous-unités, de réguler certaines des voies de signalisation 

(Mounier et al., 2015). Une analyse transcriptionnelle, des deux isoformes de la 

sous-unité catalytique alpha, suggère une altération spécifique de Prkaa2 (diminution 

de l’expression de plus de 70%) dans le tibialis des souris SLA. Prkaa1, quant à lui, 

ne semble pas être affecté dans le tibialis SLA.  

Or, Prkaa2 intervient dans le métabolisme lipidique et dans la voie de 

biosynthèse du cholestérol (Spencer-Jones et al., 2006). La quantité de protéine de 
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la sous-unité catalytique n’est pas modulée dans la SLA, mais est 

significativement plus phosphorylée. L’augmentation de la phosphorylation de la 

sous-unité α, pourrait provenir du ratio AMP/ATP et l’augmentation de l’expression 

de Prkaa1 (Gowans and Hardie, 2014).  

AMPK intervenant aussi dans la voie de biosynthèse du cholestérol, nous 

avons étudié Hmgcr et Dhcr24. Quelle que soit l’étape dans la chaîne de biosynthèse 

du cholestérol, l’expression des transcrits des enzymes est diminuée dans la SLA. 

Seul, le gène codant pour une protéine intervenant dans l’efflux de cholestérol 

montre un niveau d’expression semblable au contrôle. Quoique moins essentiel dans 

le métabolisme énergétique, le cholestérol a une grande importance dans la 

composition et la mobilité membranaire, permettant par exemple, le regroupement de 

récepteurs et pouvant intervenir dans les réponses à un exercice physique (Lehmann 

et al., 1997; Nes, 1974). 

Enfin, nous nous sommes intéressés à l’expression de deux facteurs de 

transcription qui sont fortement modulées avec l’exercice physique : PGC1α (Egan et 

al., 2010) et Fndc5 (Tsuchiya et al., 2015; Xiong et al., 2015). Ils montrent une 

diminution des transcrits d’au moins 60% dans le tibialis SLA. Ces deux facteurs de 

transcription servent de lien entre la stimulation musculaire et la modulation du 

métabolisme énergétique. Ainsi, il est intéressant de voir comment l’intensité d’un 

exercice physique peut faire varier le niveau transcriptionnel : les différences d’effets, 

des deux exercices physiques, suggèrent des adaptations dans la transcription de 

nombreux autres gènes du métabolisme énergétique régulés par ces deux facteurs 

de transcription. 

Les souris SLA souffrent d’une altération du métabolisme énergétique (Dupuis 

et al., 2004; Palamiuc et al., 2015; Perera et al., 2014). Or, l’énergie est nécessaire 

au maintien de la JNM et à la communication au sein de l’unité motrice. Les analyses 

des transcrits de Musk, RAchα et RAchε, protéines de la JNM, suggèrent un 

processus de dénervation dans les muscles de souris SOD1(G85R) (Palamiuc et al., 

2015). L’analyse des transcrits de ces protéines, dans le modèle SOD1(G93A) 

suggère une dénervation importante dans le tibialis (données non montrées). 

Ainsi, dans le tibialis des souris SOD1(G93A), nous avons mis en évidence 

une altération du métabolisme énergétique et de la localisation des transporteurs du 
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glucose. Malgré l’absence de quantification intrinsèque du glucose, l’ensemble 

des biomarqueurs suggèrent un déficit énergétique important.  

La diminution du poids des souris SLA, au cours de la pathologie, est une 

indication de l’utilisation des réserves énergétiques disponibles et de leur 

épuisement. Notre étude indique, que dès P70, c’est-à-dire en phase pré 

symptomatique, le défaut d’utilisation des ressources glucidiques dans les souris 

SLA, est déjà présent. En effet, la résistance au glucose, dans les souris 

SOD1(G93A), peut être enregistrée et le niveau des transcrits pour GLUT4 et 

GAPDH est déjà abaissé à P70. Le poids des souris est significativement différent à 

P70 mais continue de diminuer jusqu’à P115. Malgré la dénomination de phase pré 

symptomatique, car la paralysie n’est pas encore visible à P70, les altérations 

métaboliques sont déjà présentes avec une aggravation de la résistance au glucose, 

une baisse de l’expression de GAPDH et GLUT4 et une perturbation de l’autophagie.  

De manière importante, les données moléculaires, que nous rapportons dans 

le tibialis des souris SOD1(G93A) sont retrouvées dans le muscle des patients SLA. 

 L’analyse des transcrits de GLUT4 et GAPDH dans des muscles de deltoïdes 

ou d’anconés, a permis de mettre en évidence que les patients SLA présentent eux 

aussi, une diminution des transcrits codant pour ces protéines. Le niveau de GLUT4 

musculaire ne peut pas servir de biomarqueur de la SLA car d’autres pathologies 

peuvent avoir un niveau diminué sans pour autant avoir un spectre symptomatique 

aussi grave que la SLA (Zhang 2009). Cependant il pourrait correspondre à un 

biomarqueur indicatif de l’état d’avancement de la pathologie en amont de la 

paralysie musculaire (données non montrées).  

Le tableau comparatif entre la souris sédentaire SLA et contrôle permet de 

connaître l’état métabolique des souris avant le protocole d’entraînement. 
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2.  Amélioration du métabolisme énergétique 

dans les souris SOD1(G93A) entraînées à la 

nage  

 

Un des objectifs principaux de cette thèse, est d’évaluer l’impact différentiel 

des deux différents types d’exercices sur les modulations du métabolisme 

énergétique.  

Nous comparons ainsi deux exercices aux caractéristiques bien différentes. 

Un exercice de course sur tapis roulant, d’intensité modérée, stimule plus 

particulièrement les unités motrices résistantes et les fibres musculaires I et IIa, les 

moins affectées dans la pathologie (Grondard et al., 2008). Ainsi ces muscles 

stimulés ont une majorité de fibres musculaires de type I ou IIa, qui sont fortement 

vascularisés permettant un apport d’oxygène nécessaire à la glycolyse aérobie. Ces 

fibres musculaires font partie intégrante des unités motrices S et FR qui 

correspondent aux unités motrices encore présentes dans la phase terminale de la 

pathologie (Saxena et al., 2009). L’utilisation de la glycolyse aérobie entraîne la 

production d’espèces réactives de l’oxydation (ROS) déjà en excès dans le muscle 

SLA (Capitanio et al., 2012). 

Et le second, un exercice de nage à contre-courant (Grondard et al., 2008), 

exercice de forte intensité permet la stimulation des unités motrices rapides, et donc 

des fibres IIx-IIb, utilisant préférentiellement une glycolyse anaérobie. Cette voie 

énergétique entraîne un déchet métabolique : le lactate. Cet exercice de forte 

intensité permet la stimulation des unités motrices FF, les plus touchées dans la SLA 

(Saxena et al., 2009). Une étude du tibialis, muscle majoritairement composé de 

fibres rapides, permet d’observer l’impact des deux exercices sur le métabolisme 

énergétique.  

Les premières données de l’impact de ces exercices, sur le modèle souris 

SOD1(G93A), montrent une amélioration de la durée de vie à l’issue de l’exercice de 

nage associée à une neuroprotection significative au niveau des MN lombaires, et au 

maintien du phénotype musculaire (Deforges et al., 2009). Cette thèse se place dans 
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la continuité de ces travaux de recherche, vise à comprendre l’impact des 

adaptations du métabolisme énergétique de chaque exercice dans la 

neuroprotection.  

Les données sur le métabolisme global mettent en évidence un apport 

bénéfique de l’exercice de nage mais pas de l’exercice de course. Quoique réaliser 

un exercice physique est très énergivore (Schmidt-Nielsen, 1972; Weiss and 

Karpovich, 1946), les souris SLA entraînées à la nage ont une augmentation de leur 

poids et du stockage des graisses dans les adipocytes. Ces résultats suggèrent que, 

malgré l’utilisation des ressources énergétiques durant les entraînements, le 

métabolisme est amélioré. Le poids des souris SLA entraînées à la course n’est pas 

significativement différent des souris SLA. L’activité de course nécessite une 

demande importante en calorie (Schmidt-Nielsen, 1972; Weiss and Karpovich, 1946). 

L’absence de diminution de poids soulève l’hypothèse d’une faible amélioration des 

réserves énergétiques, après un exercice de course. Ce dernier semble en effet 

moduler certains paramètres cellulaires (expression de Gapdh, Fndc5), mais une 

diminution beaucoup plus importante des adipocytes de larges sections au profit 

d’adipocytes de très faibles sections suggère une augmentation plus importante de 

l’utilisation des lipides.  

Une analyse des sérums de chaque groupe de souris a permis de mettre en 

évidence une diminution du lactate circulant dans la SLA sédentaire et entraînée à la 

course, tandis que l’exercice de nage permet une augmentation du taux de lactate 

sanguin, allant même au-delà du niveau du contrôle. L’ensemble de ces données 

suggère l’utilisation de voies cataboliques différentes (Grondard et al., 2008). 

L’exercice de course, avec la diminution des adipocytes et l’absence d’augmentation 

de lactate sanguin, semble préférentiellement utiliser un métabolisme oxydatif en 

utilisant comme ressource principale les acides gras. L’exercice de nage semble 

utiliser préférentiellement un métabolisme glycolytique anaérobie, comme il a déjà 

été rapporté chez l’homme (Chen et al., 2003; Karamouzis et al., 2002). Compte tenu 

du fait que la SLA est caractérisée par un hypermétabolisme d’origine lipidique, 

l’exercice de nage semble être plus adapté, permettant l’utilisation d’une ressource 

non exploitée. 

Nous avions précédemment observée une résistance au glucose dans les 

souris SLA, dès P70, en phase pré-symptomatique. Or, les entraînements 
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commencent au même moment, suggérant que les modifications observées sont 

le résultat d’une amélioration du métabolisme énergétique et non d’un maintien de 

l’état des souris SLA. A l’issue de l’exercice de course, la captation du glucose est 

semblable aux souris SLA sédentaires. Après un exercice de nage, la captation du 

glucose par les souris SLA suit une courbe semblable à celle des souris contrôles 

sédentaires. Ainsi, au contraire de la course, l’exercice de nage pourrait rétablir 

l’utilisation du glucose par les tissus.  

Nous nous sommes donc intéressés au métabolisme musculaire en étudiant 

le tibialis, un muscle rapide très touché dans la SLA (Hegedus et al., 2007). A la suite 

de l’exercice de course, on met en évidence une augmentation de l’expression 

transcriptionnelle de Fndc5 et de Pgc1α, ce qui est en accord avec une 

augmentation de l’activité musculaire du tibialis, lors de cet exercice. Au niveau 

métabolique, peu de facteurs sont modulés. Une augmentation significative, entre la 

SLA sédentaire et la SLA entraînée à la course, est observable au niveau des 

transcrits de Prkaa2, Lc3b, Gapdh et Fas. L’expression de GAPDH est augmentée, 

que ce soit au niveau protéique ou transcriptionnel, suggérant une amélioration du 

métabolisme glucidique aérobie. D’autre part, les activités enzymatiques de la CS et 

de la COX sont augmentées, suggérant une stimulation du cycle de Krebs à l’issue 

de la glycolyse aérobie. Ainsi pris dans leur ensemble, l’exercice de course ne 

semble pas induire de modulations suffisantes pour permettre une amélioration de 

l’état général des souris SLA.  

Avec l’entraînement à la nage, l’expression de Fndc5 et de Pgc1α est 

fortement augmentée, au point où les seuils d’expression de ces transcrits égalisent 

ou dépassent ceux du contrôle. L’ensemble des modulations dues à l’exercice de 

nage suggère une réutilisation du glucose, comme source d’énergie privilégiée dans 

les muscles SLA. Les transcrits de Glut4 et de Gapdh sont augmentés à des niveaux 

comparables à ceux du contrôle, de même que la localisation subcellulaire de 

GLUT4 à la membrane des fibres musculaires. L’expression protéique de GAPDH 

est fortement augmentée, suggérant une amélioration de la glycolyse plus 

importante, pour répondre au besoin énergétique des fibres musculaires. Cette 

amélioration de la glycolyse semble principalement orientée vers la voie anaérobie. 

En effet, la nage ne module pas l’expression de Pdk4, et ne modifie pas l’état de 

phosphorylation de la PDH. Il faut cependant, considérer une étude mettant en 
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évidence des améliorations du métabolisme énergétique, dans la SLA par la 

régulation de la PDH (Palamiuc et al., 2015), il serait donc intéressant d’entreprendre 

une étude pour déterminer si une action synergique est possible.  

De plus, une élévation de la production de lactate est observée dans la 

circulation sanguine des souris SLA soumises à la nage. L’augmentation des 

capacités enzymatiques de la CS et de la COX suggère une amélioration de l’état 

des mitochondries et une possible augmentation du métabolisme lipidique, 

fournissant une réponse énergétique plus importante via la béta oxydation. Lorsque 

nous avons regardé des enzymes clés dans la régulation du métabolisme des 

lipides, telles que Fas ou Dgat1, l’ensemble des transcrits, diminués dans la SLA, se 

retrouvent au niveau du contrôle. Or, il est connu que l’entrée de glucose dans le 

muscle peut être associée à une augmentation de la lipogenèse endogène. De plus, 

Dgat1, enzyme qui catalyse la formation des TG à partir des diglycérides et de 

l’acétyl-CoA, est augmentée après un exercice de nage, suggérant un stockage des 

TG plus important.  

L’ensemble de ces résultats permet de conclure à l’apport bénéfique d’un 

exercice de nage sur le métabolisme énergétique dans le tibialis SLA. On peut alors 

se poser la question de l’évènement déclencheur, activé par la nage, et qui va 

induire l’ensemble des améliorations que nous avons rapportées ici. 

En 2013, une étude met en évidence une glycolyse au niveau du trafic 

vésiculaire (Zala et al., 2013). Le défaut d’utilisation du glucose, par les muscles 

SLA, pourrait altérer le trafic vésiculaire, et altérer le bon déroulement de 

l’autophagie. L’hypothèse, d’un cercle vertueux avec l’entrée du glucose qui permet 

le trafic vésiculaire nécessaire à la translocation de GLUT4 à la membrane, peut être 

envisagée. D’autre part, une seconde équipe travaillant sur la protéine Bcl2, montre 

via un modèle KO pour le gène Bcl2, que l’exercice physique induit la stimulation de 

l’autophagie par une voie différente du jeûne ou de la carence alimentaire (He et al., 

2012). L’amélioration du trafic vésiculaire, dans la SLA entraînée à la nage, pourrait 

provenir d’une amélioration de l’autophagie, désencombrant ainsi la cellule des 

agrégats protéiques.  

L’analyse de l’expression des transcrits des protéines de l’autophagie, montre 

un effet différent entre les deux types d’exercices. Suite à un exercice de course, les 

niveaux de transcrits des protéines de l’autophagie sont à des niveaux comparables 
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à ceux de la SLA, tandis que l’exercice de nage permet une augmentation des 

transcrits à des niveaux comparables aux contôles.  

Certains défauts d’expression, des gènes liés au métabolisme du glucose, tels 

que Glut4 ou Gapdh, sont déjà présents à P70. De manière intéressante, nous avons 

observé que les modulations transcriptionnelles étaient rapides. En effet, seulement 

trois jours de nage suffisent pour obtenir des niveaux d’expression semblables au 

contrôle. Ces données sont en accord avec des études précédentes, qui ont montré 

qu’un unique exercice permet de moduler l’expression transcriptionnelle de certaines 

protéines dans le muscle du rat (McKenzie and Goldfarb, 2007). 

A P70, les souris SOD1(G93A) présentent un défaut d’expression des gènes 

du métabolisme glucidique (GLUT4, GAPDH) mais ne présentent pas d’altération de 

l’expression des gènes étant impliqués dans l’autophagie (Lc3b, P62, Bcl2, Beclin1) 

(données non montrées). Pour permettre l’étude de l’autophagie, dans l’amélioration 

du métabolisme énergétique, nous avons utilisé deux drogues inhibant des étapes 

clés de l’autophagie : la fusion et la dégradation lysosomale (3-MA ou chloroquine).  

Nous avons pu mettre en évidence, que bloquer le processus d’autophagie, 

inhibe les effets de l’exercice de nage sur l’expression des transcrits de GLUT4 et de 

GAPDH. Les effets transcriptionnels de la nage, nécessitent une activation des 

processus de l’autophagie, qui ne semblent pas être altérés à P70.  

Il semblerait donc, que les améliorations, obtenues grâce à l’exercice de nage, 

soient possibles avec la participation de l’autophagie. Les agrégats protéiques 

observés dans la SLA (Lee et al., 2015) encombreraient la cellule, et un défaut 

d’entrée du glucose, diminuerait le trafic vésiculaire entraînant ainsi une altération de 

l’ensemble du métabolisme énergétique. Avec l’ensemble de ces résultats, on peut 

proposer le schéma suivant : 1- défaut d’entrée du glucose ; 2-altération de 

l’autophagie ; 3- altération du trafic vésiculaire (GLUT4 cytoplasmique) ; 4- 

augmentation de l’intolérance au glucose et altération du métabolisme énergétique. 

Pour tenter d’aller plus loin dans l’analyse des mécanismes potentiellement 

impliqués, nous avons étudié AMPK. Cette enzyme est connue pour intervenir dans 

de nombreuses voies de signalisation (paragraphe AMPK), et son activité est régulée 

par le ratio ATP/AMP. On pourrait donc s’attendre, dans la SLA, à une forte 

concentration d’AMP et une faible concentration d’ATP, induisant l’activation 
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d’AMPK. Et à l’issue d’un exercice de nage, avec l’augmentation du 

métabolisme énergétique, le taux d’ATP devrait être augmenté et pourrait induire une 

diminution de l’activation d’AMPK. 

Lors de l’étude de la phosphorylation d’AMPK, nos résultats ne montrent pas 

de différences significatives, dans le tibialis des souris SLA sédentaires et entraînées 

à la nage. Cependant, l’augmentation de phosphorylation, observée dans les souris 

SLA entraînées à la nage, n’est pas corroborée par l’analyse transcriptionelle des 

sous-unités catalytiques. De nombreuses études du métabolisme mettent en 

évidence une relation entre des défauts énergétiques et des altérations dans le 

fonctionnement d’AMPK dans la SLA (Perera et al., 2014). Il serait donc intéressant 

d’approfondir les données autour d’AMPK, notamment sur sa composition 

hétérotrimérique (Mounier et al., 2015) et sa spécificité d’action. Etant une des rares 

enzymes participant à l’ensemble des altérations observées (lipides, glucides, 

cholestérol, autophagie), améliorer l’expression et la régulation d’AMPK pourrait être 

une orientation possible pour améliorer le métabolisme énergétique musculaire dans 

la SLA (Perera et al., 2014). 
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11.   

Les ressources utilisées pour pallier à l’augmentation de la demande 

énergétique semblent emprunter les mêmes voies utilisées dans la SLA (Dupuis et 

al., 2004). En effet, le défaut d’utilisation du glucose induit une utilisation 

préférentielle des lipides, et l’exercice de course induit un métabolisme 

principalement oxydatif. Ne pouvant fournir du glucose pour la glycolyse aérobie, les 

ressources utilisées seraient donc les lipides encore disponibles. Si la course permet 

de faibles améliorations de l’état de santé des souris dans un premier temps, elle 

risque dans un second temps d’accélérer la pathologie par sa production de radicaux 

libres. En effet les cellules ne peuvent gérer cet excès de ROS, d’une part, car le 

système est saturé par la SOD1 mutée, et d’autre part, cette dernière fonctionnant 

mal, doit être compensée par d’autres enzymes détoxifiantes.  

Les muscles squelettiques sont des grands consommateurs de glucose. Lors 

d’un exercice de résistance, la demande glucidique est très importante car elle 

constitue une ressource énergétique rapide. Le tibialis est un des muscles les plus 

touchés dans la SLA, et il est, de plus, fortement stimulé lors d’un exercice de nage. 

La stimulation en résistance du tibialis permet à ce dernier d’améliorer son 

métabolisme énergétique, et de ne pas utiliser les réserves lipidiques. L’amélioration 

du métabolisme permet le maintien de la jonction neuromusculaire, de la 

communication entre le muscle et l’axone, et de la stimulation des motoneurones 

(Taylor et al., 2005). L’ensemble de ces données pourrait expliquer, au moins en 

partie, la neuroprotection, induite par la nage, des motoneurones de large soma et le 

maintien des unités motrices FF, les plus altérées dans la pathologie (Deforges et al., 

2009; Saxena et al., 2009). 

Etant sur des entraînements similaires entre la course et la nage (même 

durée, même période), seul le type de stimulation musculaire varie. Ainsi l’ensemble 

des améliorations, telles que le poids, la résistance au glucose ou la durée de vie, 

serait d dû à l’importance de la stimulation musculaire (Deforges et al., 2009). 

L’ensemble des données, suggère que le métabolisme glucidique pourrait être 

affecté dès la phase asymptomatique et que la stimulation de l’autophagie pourrait 
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être responsable de l’amélioration observée, à la suite d’un exercice de nage, 

sur le métabolisme musculaire. 

La question du transfert à l’homme de ces données sur les bénéfices induits 

par un exercice de nage reste ouverte. Dans le cas d’une SLA familiale, si la 

mutation est détectée avant la phase symptomatique, il serait possible de proposer 

un programme d’exercice physique adapté. Cependant, la majeure partie des 

patients ont une SLA sporadique et découvre leur maladie lorsqu’ils présentent déjà 

des faiblesses musculaires. L’ensemble de notre étude réalisée, avec le début 

d’entraînement en phase pré symptomatique, ne permet pas d’affirmer qu’un 

exercice de résistance, en phase symptomatique serait bénéfique.  

La SLA est une maladie d’étiologie inconnue. La pluralité des causes ne 

permet pas, actuellement, de dresser un tableau clinique précis, sur les causes de 

déclenchement de la maladie. Ainsi, dans un contexte génétique favorable au 

déclenchement de la maladie, l’exercice physique peut se révéler délétère. Malgré 

des données encourageantes sur le modèle SOD1(G93A), l’adaptation à l’homme 

nécessite un approfondissement des connaissances et une caractérisation, plus 

précise, des exercices physiques potentiellement bénéfiques dans la SLA. 
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12.  

Ce travail amène une première hypothèse mécanistique pour expliquer les 

bénéfices amenés par un exercice de nage, par rapport à un exercice de course, 

dans le modèle SOD1(G93A). Au niveau systémique, une augmentation du poids, 

due à l’augmentation de la masse grasse, semble permettre une amélioration de 

l’état général des souris (Dupuis et al., 2004). Au niveau cellulaire, dans le muscle 

rapide, il semble que la nage permette une réutilisation du glucose facilitant ainsi le 

bon fonctionnement de l’autophagie. 

Il serait intéressant de réaliser l’activation de l’autophagie à partir de P70, 

chez les souris SOD1(G93A), via l’utilisation de drogue telle que la rapamycine 

(Harada et al., 2008). Cela permettrait de voir l’impact réel qu’induit l’activation de 

l’autophagie notamment sur la restauration de l’expression des gènes impliqués dans 

le métabolisme du glucose.  

1.  Analyse de la résistance au glucose in vivo sur modèle 

murin.  

Il serait intéressant, de mesure directement, in vivo, la captation du glucose 

chez les souris SLA et contrôles. En effet, nos données sur l’intolérance au glucose 

sont opposées à celle de la littérature actuelle (Smittkamp et al., 2014). Pour 

permettre de confirmer l’existence d’une intolérance au glucose dans les souris 

SOD1(G93A), nous pourrions mesurer la captation, par le muscle, du glucose 

marqué en imagerie in vivo du petit animal. Cette expérience nécessite l’utilisation 

d’un glucose non métabolisable couplé à une sonde fluorescente. Après injection du 

glucose dans le milieu sanguin, le niveau de fluorescence musculaire est mesuré et 

comparé aux données récoltées chez les souris contrôles, SLA, sédentaires ou 

entraînées. Ces informations permettront d’une part d’appuyer la thèse de 

l’intolérance au glucose et d’autre part, d’évaluer le degré de captation du glucose en 

fonction des muscles. Cette étude pourrait permettre d’amener de nouvelles 

hypothèses concernant la sensibilité préférentielle des unités motrices rapides dans 

la SLA. 
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2.  Quelle est l’origine des acides gras utilisés dans le 

stockage des triglycérides dans le tibialis SLA après un 

exercice de nage ? 

Les caractéristiques des acides gras sont importantes, car certains vont 

permettre une production d’énergie plus importante, tandis que d’autre vont générer 

un nombre plus élevé de ROS. Une analyse lipidomique serait intéressante pour 

comprendre, si l’exercice de nage permet, seulement, une amélioration quantitative 

des lipides ou s’il permet aussi une amélioration qualitative. D’autre part, l’organe 

responsable de la production des AG est le foie. Or si le foie, présente des 

problèmes de fonctionnement dans la SLA, la quantité et la qualité des lipides 

peuvent être modulées. Une altération dans la production des lipides peut induire, 

plus précocement, un déficit énergétique dans l’ensemble de l’organisme. On 

pourrait donc mener une analyse lipidomique dans le foie, la circulation, les 

adipocytes et enfin les muscles, afin de mieux comprendre l’origine des AG stockés 

dans le tibialis après un exercice de nage, et savoir si l’exercice est capable 

d’améliorer le métabolisme lipidique. 

3. Analyse du trafic cellulaire dans le modèle SOD1(G93A) et 

impact de l’exercice de nage 

Les données présentes dans ce travail, suggèrent que le trafic vésiculaire est 

altéré dans le muscle des souris SOD1(G93A). Cela est en accord avec la littérature 

(Nassif et al., 2010). L’exercice de nage pourrait induire une amélioration de la 

fluidité des vésicules au niveau des fibres musculaires. Il serait intéressant de 

réaliser des études de trafic vésiculaire, à P70, pour savoir si des problèmes existent 

avant la phase symptomatique et s’ils précèdent les défauts du métabolisme 

énergétique dans la SLA.  
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Key points

• The present study provides evidence that the cardiomyopathy observed in spinal muscular
atrophy (SMA) model mice is mainly due to intrinsic cardiac alteration but not to autonomic
impairment.

• We demonstrated a non-pathological sympathetic activity on the heart of type 2 SMA-like mice,
which likely counteracts the dramatic alteration of the cardiac function, such as arrhythmia
and reduced heart rate.

• We demonstrated for the first time that physical exercise partially restores cardiac conduction
efficiency, prevents fibrosis, attenuates defects in protein expression, bradycardia and
arrhythmias leading to the partial recovery of heart and respiratory rates in exercised SMA-like
mice.

• This study indicates a profound involvement of cellular, structural and vascular cardiac
dysfunction in the pathogenesis of SMA, widely opening alternative pharmacological and
non-pharmacological therapeutic strategies that would most certainly include physical exercise.

Abstract Spinal muscular atrophy (SMA), the leading genetic cause of death in infants worldwide,
is due to the misexpression of the survival of motor neuron protein, causing death of motor
neurons. Several clinical symptoms suggested that, in addition to motor neurons, the autonomic
nervous systems could be implicated in the cardiac function alterations observed in patienst with
SMA. These alterations were also found in a severe SMA mouse model, including bradycardia and a
reduction of sympathetic innervation, both associated with autonomic imbalance. In the present
study, we investigate the extent of autonomic dysfunction and the effects of a running-based
exercise on the altered cardiorespiratory function in type 2 SMA-like mice. We observed that
the SMA induced: (1) a dramatic alteration of intrinsic cardiac conduction associated with
bradycardia; (2) a severe cardiomyopathy associated with extensive ventricular fibrosis; and (3)
a delay in cardiac muscle maturation associated with contractile protein expression defects.
Furthermore, our data indicate that the sympathetic system is not only functioning, but also
likely contributes to alleviate the bradycardia and the arrhythmia in SMA-like mice. Moreover,
physical exercise provides many benefits, including the reduction of cardiac protein expression
defect, the reduction of fibrosis, the increase in cardiac electrical conduction velocity, and the
drastic reduction in bradycardia and arrhythmias resulting in the partial restoration of the
cardiac function in these mice. Thus, modulating the cardiorespiratory function in SMA could
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represent a new target for improving supportive care and for developing new pharmacological
and non-pharmacological interventions that would most certainly include physical exercise.
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Abbreviations ANS, autonomic nervous system; AV, atrioventricular; BW, body weight; ECG, electrocardiogram;
GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HE, haematoxylin eosine; HF, high-frequency; HR, heart rate;
HRV, heart rate variability; IVS, intraventricular septum; MyHC, myosin heavy chain; PCR, polymerase chain reaction;
RMSSD, root mean square of successive RR interval differences; SA, sinoatrial; SMA, spinal muscular atrophy; SMN,
survival of motor neuron; TBS, Tris-buffered saline.

Introduction

Childhood spinal muscular atrophy (SMA) is a neuro-
degenerative disease with progressive muscular weakness
and atrophy due to a loss of spinal cord motor neurons.
No effective therapy is presently available for SMA, which
represents a leading cause of death in childhood. SMA can
be classified into three types, i.e. type 1 (most severe), type
2 and type 3 (least severe), on the basis of age of onset and
functional status (Oskoui & Kaufmann, 2008). Patients
with SMA have progressive respiratory muscle weakness
that prevents their survival beyond infancy in type 1 SMA
without ventilatory support, and beyond adolescence in
type 2 SMA, often due to respiratory failure (Kostova et al.
2007).

In addition to directly affecting respiratory muscles via
motor neuron degeneration, SMA may affect the auto-
nomic nervous system (ANS) that regulates both the
respiratory and the cardiac functions (Bernardi et al.
2001). Indeed, several studies pointed out a potential
SMA-induced imbalance of the sympathovagal activity
in patients with SMA, including cardiac arrhythmia and
excessive sweating (Bach, 2007), fluctuation of blood
pressure and heart rate (HR; Hachiya et al. 2005), vaso-
motor and sudomotor autonomic dysfunctions (Arai et al.
2005), and abnormalities in vascular perfusion (Araujo
Ade et al. 2009). The detection of cardiac arrhythmias and
other cardiovascular dysfunction of the conduction system
are provided through the classical electrocardiogram
(ECG). Currently, very little information is available on
the development of ECG patterns in SMA. Recent reports
in SMA mouse models clearly indicate that low survival of
motor neuron (SMN) protein levels, besides contributing
to motor neuron loss, would lead to early and persistent
cardiac dysfunction (Bevan et al. 2010; Heier et al. 2010).
This cardiac dysfunction results in bradycardia, and in
the development of dilated cardiomyopathy associated
with a decrease in contractility (Bevan et al. 2010) and
cardiac sympathetic innervation (Heier et al. 2010). It
seems therefore that some degree of intrinsic cardiac
dysfunction and sympathovagal imbalance occurs in
the development of SMA. However, the nature of the

SMA-induced autonomic system dysfunction remains
unclear. Specifically, the overall contribution of the
sympathetic and parasympathetic branches of the ANS
in the pathogenesis of SMA needs to be elucidated.
Furthermore, previous studies that have addressed the
respiratory function in SMA-like mice gave rise to
confusing results with, depending on the mouse model,
either no impairment in respiratory rate (El-Khodor et al.
2008) or smaller ventilation levels with frequent and longer
apnoea (Michaud et al. 2010). Because the respiratory
function is also controlled by the ANS, analysing the
involvement of cardiac sympathetic and parasympathetic
influences along with respiratory rates in SMA and
controls needs to be evaluated.

The ANS can be modulated by several well-described
regulators of the autonomic function, one of which is
physical exercise (Smith et al. 1989). Physical exercise
induces long-term changes in sympathovagal balance of
healthy subjects (De Meersman, 1993), and improves
motor function and strength in neuromuscular diseases
(Sveen et al. 2008), for which some are affected with
autonomic function impairment (Yotsukura et al. 1998).
Furthermore, we have recently reported that regular
physical exercise is beneficial for type 2 SMA-like mice,
as demonstrated by a significant increase in life span
and motor capacities of exercised mice (Grondard et al.
2005).

In the present study, we analysed the effects of exercise
on the intrinsic cardiac conduction, cardiomyocyte
contractile unit proteins, and autonomic function during
the postnatal period in wild-type and type 2 SMA-like
mice (Hsieh-Li et al. 2000) using a non-invasive conscious
mouse ECG screening system. Our data support the
hypothesis that the heart of SMA-like mice is modulated
by a functional sympathetic system, whose influence
limits bradycardia and arrhythmia. Furthermore, we
demonstrated for the first time that physical exercise
improves cardiac function in type 2 SMA-like mice,
through intrinsic cardiac conduction and contractile
protein content modifications, prevention of cardiac
fibrosis, bradycardia and arrhythmia.

C© 2012 The Authors. The Journal of Physiology C© 2012 The Physiological Society
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Methods

Mice and treatment

The knock-out transgenic SMA-like mice (Smn�7/�7 ;
SMN2+/−) were obtained from the Institute of Molecular
Biology (Academia Sinica, Taipei, Taiwan). These mice
derive from the SMN2 transgenic line from Hsieh-Li
et al. (2000), which carry two SMN2 transgene copies
as originally determined by Southern blots. These mice
were subsequently purified in an FVB/NRj genetic back-
ground (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) for more than
10 generations. Heterozygous Smn knock-out (Smn�7/+)
mice were bred with heterozygous transgenic knock-out
(Smn�7/+; SMN2+/−) mice. Breeder mice that gave only
type 2 SMA-like mice in their progeny were selected for
this study as described previously (Grondard et al. 2005;
Biondi et al. 2008). To standardize the type 2 phenotype,
mutant mice with a weight ranging from 3 to 4 g at
8 days old were used for this study. The control mice were
heterozygous knock-out for Smn with the human SMN2
transgenes (Smn�7/+; SMN2+/−). Control mice (n = 40)
were compared with unexercised (n = 34) and exercised
(n = 34) type 2 SMA-like mice.

ANS influences upon cardiorespiratory function
were analysed by pharmacological inhibition of both
sympathetic (atenolol) and parasympathetic (atropine)
branches on conscious controls (n = 8), unexercised
(n = 8) and exercised (n = 8) type 2 SMA-like
mice. Atropine (A0257-5G, Sigma-Aldrich, Germany)
and atenolol (A7655-1G, Sigma-Aldrich) were intra-
peritoneally injected in conscious animals, 45 min after
the start of ECG recording, with 2 μg g−1 and 1 μg g−1

doses of 50 mg ml−1 and 0.3 mg ml−1 diluted in NaCl 0.9%
solutions, respectively. At P12 and/or after experiments,
animals were anaesthetized with an intraperitoneal dose
of sodium pentobarbitone (40 mg kg−1), and were killed
by an overdose of anaesthetics.

The care and treatment of animals followed the
national authority (Ministère de la Recherche et de la
Technologie, France) and the animal welfare committee
guidelines for the detention, use and the ethical treatment
of laboratory animals at Paris Descartes University.
Our animal experiments followed the principles of
United Kingdom regulations, as described by Drummond
(Drummond, 2009).

Exercise protocol

Exercise was performed in an elastomer-covered wheel
with a controlled speed essentially as described previously
(Grondard et al. 2005). The protocol was started at 8 days
old. The type 2 SMA-like mice (n = 34) were progressively
accustomed to wheel exercise for a period of 2 days (first
day, four periods of 5 min running separated by rest peri-

ods of 30 min; second day, two periods of 10 min running
separated by a rest period of 30 min). Then, the mice were
continuously exercised, individually, for 20 min day−1.
The speed was fixed at 2 m min−1 for the first 2 days,
and then progressively increased by 1 m min−1 every day,
reaching 4 m min−1 on the fourth and final exercise day
at P12.

Radiotelemetry system and temperature control

The radiotelemetry system used in this study allowed
for ECG recordings in freely moving control (n = 15),
unexercised (n = 15) and exercised (n = 15) type 2
SMA-like mice. The system consisted of flat transmitters
(TA10ETA-F20; Data Sciences International, St Paul, MN,
USA) with two electrodes filled with cardiac gel and
placed on the skin of pups. The platform receivers
were placed in a chamber (50 × 50 × 25 cm) kept at a
constant temperature of 30 ± 0.2◦C during the entire
recording period using a precise temperature-controlled
air heater (Air-Therm ATX, World Precision Instruments,
Sarasota, FL, USA). Because HR and HR variability (HRV)
are directly influenced by temperature in adult mice
(Swoap et al. 2008), keeping a constant 30◦C temperature
allowed the maintenance of mice nesting temperatures.
The temperature in the nest could be considered as a
thermoneutrality state where very little fluctuations in HR
and HRV occur. When measured at a constant 30◦C, the
pups had very little or no activity, allowing the constitution
of a HR plateau where five successive periods of 2 min
data were collected for further HRV analysis. Obtaining
stationary data constitutes one of the requirements for
frequency domain analysis of HRV (Task Force, 1996).

ECG data acquisition and processing

A Lead II configuration was used in order to provide
large-amplitude deflection in the ECG signal. ECG signals
were fed to a PC containing the Dataquest A.R.T. 4.1
data acquisition and analysis system (Data Sciences Inter-
national) for monitoring and acquisition of ECG waves.
ECG records showing more than 5% of abnormal beats
were excluded from the study. For all experiments, the mice
were placed in the 30◦C heated chamber for a minimum
period of 30 min. Five successive periods of stable 2 min
stationary ECG signal with no erratic fluctuations were
chosen between the 30th and 60th min, linear interpolated
and resampled to a 20 Hz interbeat time series, together
with Hamming windowing, providing better accuracy at
regions close to the frequency limits of the available power
spectrum (Stoica & Moses, 1997). For the pharmacological
study, the analysis was performed just before the injection,
and between the 20th and 30th min post-injection.

C© 2012 The Authors. The Journal of Physiology C© 2012 The Physiological Society
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ECG cycle analysis

The ECG cycle analysis included the PR interval, QRS
complex, QT interval and corrected QT (QTc) that were
calculated from the average of three non-consecutive
cardiac cycles over a 2 min recording period in unexercised
and exercised control and SMA-like mice at P12. PR inter-
val was measured from the beginning of the P-wave to
the beginning of the QRS complex. The PR segment was
calculated from the end of the P-wave to the beginning
of the QRS complex. The QRS complex duration was
measured from the first deflection of the Q-wave to the
end of the S-wave. The QT interval was measured from the
beginning of the QRS complex to the end of the T-wave.
The RR interval was taken as the mean RR interval over
the 3 min recording period, and the corrected QT interval
(QTc) was calculated by using the following conversion
formula: QTc = QT/SQRT(RR/1000) (Mitchell et al.
1998).

ECG variability analysis

The cardiovascular variability analysis was performed
using customized HRV analysis software (Niskanen et al.
2004). HRV data were analysed in both time and frequency
domains using standard HRV parameters. In the time
domain, the following HRV parameters were quantified:
(1) mean of HR (HR, beats min−1); (2) root mean
square of successive RR interval differences (RMSSD,
ms) (Task Force, 1996). In the frequency domain, the
cut-off frequencies for mice have recently been proposed
(Baudrie et al. 2007; Thireau et al. 2008), and the following
components have been recommended to gauge both the
sympathetic and parasympathetic components of HRV:
low-frequency (0.4–1.5 Hz, ms2); and high-frequency
(HF: 1.5–5.0 Hz, ms2) (Task Force, 1996; Eckberg, 1997).

Protein and Western blot analysis

Control (n = 9), unexercised (n = 3) and exercised (n = 3)
type 2 SMA-like mice were anaesthetized with an intra-
peritoneal dose of sodium pentobarbitone (40 mg kg−1)
and, when the paw pressure reflex response was no
longer observed, the beating hearts were dissected,
put in a cold 0.9% NaCl solution (+4◦C) for 1 min
and then frozen in cold isopentane (–80◦C). Heart
samples (25–50 mg) were homogenized in 100 μl/5 mg
tissues of ice-cold RIPA buffer [50 mM Tris-HCl pH 8.0;
150 mM NaCl; 0.1% SDS; 0.5% sodium deoxycholate; 1%
NP40; 5 mM EDTA pH 8.0; 2 mM phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF; Sigma-Aldrich); 50 μg ml−1 leupeptin;
50 μg ml−1 pepstatin A; 50 μg ml−1 aprotinin]. Protein
concentration of the clarified homogenates (4◦C,
15 min, 12,300 g) was determined on all samples using
the Bradford protein assay (Bio-Rad Laboratories,
Marne-La-Coquette, France). Protein samples (10 μg) of

each homogenate were submitted to 12.5% SDS–PAGE
electrophoresis (1.5 M Tris pH 8.3, 12.5% acrylamide,
0.07% Bis, 0.1% SDS, 0.05% APS, 0.06% TEMED). The
separated proteins were transferred on polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad) according to
Towbin et al. (1984). Equal loading of samples was
checked by Ponceau dye staining of the transferred gels.
Western blot analysis was performed on membranes over-
night at 4◦C in 4% BSA, 0.05% Tween 20, Tris-buffered
saline (TBS) pH 7.4. Each of the following primary
antibodies, including monoclonal mouse anti-troponin
I (1 : 500; HyTest Ltd, Finland) and monoclonal
mouse anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) antibody (1: 5,000; Chemicon, Molsheim,
France), was incubated overnight at 4◦C in the above
blocking medium. Membranes were rinsed in 0.1% Tween
20 in TBS for 3 × 10 min at room temperature, and
then incubated in horseradish peroxidase-conjugated goat
secondary antibody directed against mouse immuno-
globulins (1 : 5000; Bio-Rad Laboratories) in 0.05% Tween
20 in TBS for 1 h at room temperature. Bound anti-
body complexes were developed using the ECL system
(Amersham Biotech., Saclay, France) and exposed to
hyperfilm ECL-plus X ray film (Amersham Biotech.).
Films were quantified with ImageJ v1.43 (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) and the results
reported as means ± SD.

Quantitative real time polymerase chain reaction
(PCR) analysis

Total mRNA was extracted from frozen control (n = 4),
unexercised (n = 4) and exercised (n = 4) type 2
SMA-like hearts using TRIzol reagent (Invitrogen, Life
Technologies, Sain-Aubin, France). One microgram was
reverse-transcribed with random primers from Promega
(Promega France, Charbonnières, France) and reverse
transcriptase M-MLV-RT from Invitrogen. Quantitative
real time PCR was performed with standard protocols
using SYBRGreen ROX Mix (ABgene, Courtaboeuf,
France) as a fluorescent detection dye in ABI PRISM 7000
in a final volume of 10 μl, which also contains 300 nM

of the following primers (Operon, Cologne, Germany):
GAPDH: F: 5′-GTG GAC CTC ATG GCC TAC AT-3′; R:
5′-TGT GAG GGA GAT GCT CAG TG-3′; α myosin heavy
chain (MyHC): F: 5′-CC TGA GCA CAG AGC TCT TCA
AA-3′; R: 5′-GT GCA CGT TTT TTC CCC CTT CT-3′;
β MyHC: F: 5′-CTA CAG GCC TGG GCT TAC CT-3′; R:
5′-TCT CCT TCT CAG ACT TCC GC-3′.

The relative amounts of DNA in samples were
determined on the basis of the threshold cycle for each PCR
product (Ct). Samples were compared using the relative
Ct method, where the amount of target normalized to the
amount of endogenous control GAPDH and relative to
the control sample is given by 2−��Ct .

C© 2012 The Authors. The Journal of Physiology C© 2012 The Physiological Society



J Physiol 590.22 Physical exercise reduces cardiac defects in spinal muscular atrophy 5911

Histological analysis

Control (n = 4), unexercised (n = 4) and exercised (n = 4)
type 2 SMA-like mice were anaesthetized with an intra-
peritoneal dose of sodium pentobarbitone (40 mg kg−1)
and, when the paw pressure reflex response was no
longer observed, the beating hearts were dissected and
placed in a high calcium buffer to induce a cardiac
arrest in the diastolic contraction phase. Hearts were then
frozen in cold isopentane and maintained at –80◦C in
dry ice. Frozen sections (8 μm) were stained either by
histological haematoxylin eosine (HE) staining, or by
Sirius Red staining, dehydrated via an alcohol gradient
(70, 90 and 100%) and mounted with Eukitt (VWR
International, Strasbourg, France). The heart images were
entirely analysed, and the pictures of each muscle were
assembled using Adobe Photoshop v. CS5 for each mouse
group.

Microscopy

All immunofluorescence images were collected with a
CCD camera (QImaging Retiga 2000R Fast; Cooled Mono
12 bit) coupled with a RGB filter and mounted on
an Olympus microscope (BX51, Rungis, France) using
the Image Pro-Plus, v. 6.0, software (Media Cybernetics,
Buckinghamshire, United Kingdom) with 200 (20×
Olympus objective FL N 0.5) and 400 (40× Olympus
objective UPlan FL N 0.75) magnifications.

Statistical analysis

Data were analysed with the SPSS 17.0 statistical package
(SPSS, Chicago, IL, USA). All parameters are expressed as
mean ± SD. All data passed the Shapiro–Wilk normality
test. For the analysis of cardio-respiratory parameters from
P6 to P12, a two-way repeated-measures ANOVA, on both
mice group and age factors, and the Holm–Sidak post
hoc test were performed to verify significant differences
between control and SMA-like mice. For all other
comparisons, Student’s t test was used to verify significant
differences between control and SMA-like mice, and
between unexercised and exercised SMA-like mice.
Pearson’s correlation analysis was performed between
body weight (BW) and HR, and between BW and HF
peak. Statistical significance was set at P < 0.05.

Results

HR and respiratory rates during the postnatal period
in control and SMA-like mice

To investigate the cardiac function during the post-
natal period, we measured HR in control and SMA-like
mice in a +30◦C thermoregulated chamber at the

asymptomatic age of P6, and from P9 to P12, where
symptoms occur (Hsieh-Li et al. 2000). We found that,
in controls, HR progressively increased with age from
525 ± 22 beats min−1 at P6, to 602 ± 44 beats min−1 at
P12 (Fig. 1A and C). In contrast, in SMA-like mice,
HR progressively decreased from 384 ± 27 beats min−1

to 302 ± 64 beats min−1 during the same period (Fig. 1B
and C), with a huge fall of 60 beats min−1 at P11, when
compared with P10 (P < 0.05). Therefore, HR differences
between controls and SMA-like mice increased with
disease progression by about 141 beats min−1 at P6 and
300 beats min−1 at P12 (Fig. 1C).

We next investigated the respiratory function during
the same period in control and SMA-like mice based
on the frequency domain analysis of HRV. First, we
analysed the HF component of the HRV, more specifically
the frequency at which the HF peak occurs (Fig. 1D and
E). In resting conditions, the HF peak provides a reliable
estimation of the breathing rate (Hayano & Yasuma, 2003).
We found that, in controls, the breathing rate significantly
increased by about 50% from P6 to P12, corresponding
to 177 ± 54 breaths min−1 and 262 ± 42 breaths min−1,
respectively (P < 0.001; Fig. 1D and F). In contrast, in
SMA-like mice, there was a significant 20% decrease
in HF peak with age, with the associated breathing
rate falling from 154 ± 16 breaths min−1 at P6 to about
120 ± 24 breaths min−1 at P12 (P < 0.01; Fig. 1E and F).

These results suggested that both cardiac and
respiratory functions are drastically impaired in SMA-like
mice. However, a correlation analysis performed with
all mice groups from all ages showed that both HR
(Fig. 2A) and HF peak (Fig. 2B) are highly linked to
BW (r2 = 0.87 and r2 = 0.70, respectively, P < 0.001).
Indeed, the BW of control mice increased with age from
4.4 ± 0.7 g at P6 to 6.8 ± 0.6 g at P12, while the BW
of SMA-like mice increased from P6 to P10 and then
drastically decreased, falling from 4.0 ± 0.4 g at P10 to
3.1 ± 0.7 g at P12 (P < 0.05; Fig. 2C). Therefore, after
standardization to BW, no significant differences were
observed between control and SMA-like mice for both
cardiac and respiratory functions at any age, with constant
values approaching 100 beats min−1 g−1 (Fig. 2D) and
about 0.7 Hz g−1 (Fig. 2E). These results indicate that
bradycardia and the drop in respiratory frequency are
proportional to the decrease in BW of type 2 SMA-like
mice.

Sympathetic system is functional in SMA-like mice
and limits cardiac dysfunction

To determine the role of the autonomic function on the
cardiac adaptation to mice growth in SMA, we performed
time and frequency domain analyses of HRV in control
and SMA-like mice from P6 to P12. While the HRV of
control mice was stable with age, RMSSD doubled from

C© 2012 The Authors. The Journal of Physiology C© 2012 The Physiological Society



5912 O. Biondi and others J Physiol 590.22

Figure 1. Heart rates (HRs) and respiratory rates are progressively altered in spinal muscular atrophy
(SMA)-like mice at P12
A and B, representative ECGs (2 s) of control (A) and SMA-like mice (B) recorded during conscious and unrestrained
conditions at 30◦C. C, the RR intervals analysis shows progressive HR reduction during development in SMA-like
mice compared with controls. D and E, power spectrum analysis of RR intervals derived from the five successive
2 min stationary RR data recorded in controls (D) and SMA-like mice (E). Based on the frequency at which the
high-frequency (HF) peak occurs, the breathing rate of the mice is determined. F, breathing rate (HF peak) was
reduced during development in SMA-like mice while it increased in controls. Error bars represent SD (n = 15 at P6,
n = 15 at P9, n = 15 at P10, n = 15 at P11, n = 15 at P12; ∗P < 0.05). LF, low-frequency; PSD, Power Spectrum
Density.

C© 2012 The Authors. The Journal of Physiology C© 2012 The Physiological Society



J Physiol 590.22 Physical exercise reduces cardiac defects in spinal muscular atrophy 5913

P10 to P12 in unexercised SMA-like mice (Fig. 3A). Our
results therefore suggest a pathological increase in cardiac
variability in SMA-like mice.

In order to investigate the autonomic influence on HR
in SMA-like mice at P6 and P12, we performed a specific
inhibition of either the sympathetic nervous system by
intraperitoneal injection of a β1 adrenergic receptor

inhibitor (atenolol) or the parasympathetic nervous
system by intraperitoneal injection of a muscarinic
receptor inhibitor (atropine). Interestingly, the atropine
injection induced no significant HR (Fig. 3B and C)
and RMSSD (Fig. 3D) modification in control and
SMA-like mice (P > 0.05) suggesting that, at these ages,
the parasympathetic branch of the ANS had no impact

Figure 2. Adaptation of heart rates (HRs) and respiratory rates to growth of spinal muscular atrophy
(SMA)-like mice
A and B, HRs (A) and respiratory (B) rates are correlated with body weight (BW) in control and SMA-like mice
during development. C, BW progressively decreased with age in SMA-like mice compared with controls. D and E,
standardized HR (D) and high-frequency (HF) peak (E) to BW show no significant difference during development
between SMA-like mice and controls at any age. Error bars represent SD (n = 15 at P6, n = 15 at P9, n = 15 at
P10, n = 15 at P11, n = 15 at P12; ∗P < 0.05).

C© 2012 The Authors. The Journal of Physiology C© 2012 The Physiological Society
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Figure 3. Cardiac arrhythmia in spinal muscular atrophy (SMA)-like mice increases with age and is
counteracted by a functional sympathetic nervous system
A, SMA-like mice show an increase in cardiac variability (root mean square of successive RR interval differences,
RMSSD) from P10 to P12 compared with controls. B, a representative time–frequency analysis indicated no change
in heart rate (HR) of SMA-like mice and controls at P12 following muscarinic receptor inhibition with atropine.
C and D, no significant changes in HR (C) and RMSSD (D) were observed following atropine injection between
SMA-like mice and controls at P6 and P12. E, a representative time–frequency analysis indicated a drastic reduction
in HR both in control and SMA-like mice at P12 following adrenergic receptor inhibition with atenolol. F, atenolol
injection induced HR reduction in both control and SMA-like mice at P6 and P12. G, when standardized to body
weight (BW), post-atenolol injection HR (P.I. HR) was significantly different between SMA-like mice and controls
at P12. H, Sympathetic inhibition increased cardiac variability (RMSSD) in SMA-like mice at any age. Error bars
represent SD (n = 8 at P6 and n = 8 at P12; ∗P < 0.05).
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on HR and HRV, as previously shown (Sato, 2008). This
result suggests that the increase of cardiac variability
observed in SMA-like mice is not under the influence of
the parasympathetic system.

After atenolol injection, a decrease in HR was observed
for both control and SMA-like mice, which indicates
that sympathetic influence on the heart is effective at
these ages (Fig. 3E and F). Interestingly, the sympathetic
activity decreased in control mice with age, with a loss of
244 ± 58 beats min−1 observed after injection at P6 and
only 178 ± 24 beats min−1 at P12 (P < 0.05; Fig. 3F). In
contrast, in SMA-like mice, the sympathetic influence was
maintained at an elevated level for both ages, with a mean
drop of about 127 ± 24 beats min−1 (P < 0.05; Fig. 3F).
So, despite a decrease in absolute HR in SMA-like mice
with age when compared with control mice, the decrease
in cardiac frequency after atenolol injection was of the
same magnitude compared with control mice. Moreover,
when HR was standardized to BW, a 36% decrease in HR
was found in SMA-like mice compared with controls (50
and 73 beats min−1 g−1, respectively; P < 0.05; Fig. 3G),
whereas no difference was reported without sympathetic
inhibition (Fig. 2D). These data seem to indicate no defect
in sympathetic activity for SMA-like mice.

The cardiac variability analysis at P6 and P12 after
atenolol injection revealed a significant increase in RMSSD
in SMA-like mice at both ages (P < 0.05; Fig. 3H), whereas
no significant modulation was detected in control mice at
any age (Fig. 3H). Furthermore, cardiac variability after
sympathetic inhibition in SMA-like mice increased by
300% at P12 when compared with P6, suggesting a direct
link between the increase in variability and the disease
progression. Taken together, these results suggest that
sympathetic activity counteracts bradycardia and cardiac
arrhythmia in SMA-like mice.

Cardiac conduction duration is increased
in SMA-like mice

To delineate the type of myocardium disturbances in
SMA-like mice, we investigated the intrinsic cardiac
function through the recording of PR intervals, QRS
complex and corrected QT (QTc) in three non-consecutive
cardiac cycles in control and SMA-like mice at P12 (Fig. 4A
and B). Cardiac conduction characteristics showed an
increase in conduction time between the sinoatrial (SA)
and atrioventricular (AV) nodes of SMA-like mice, as
indicated by the elongated PR interval (64.5 ± 5.5 ms in
SMA and 31.2 ± 0.9 ms in controls; P < 0.05; Fig. 4C).
The ventricular depolarization times were also elongated,
with a significant increase in QRS complex duration in
SMA-like mice compared with controls (15.4 ± 5.3 ms and
10.6 ± 0.3 ms, respectively; P < 0.05; Fig. 4D). However,
no significant differences were found in the corrected

QT interval between SMA-like mice and controls
(83.9 ± 6.1 ms and 76.9 ± 3.0 ms, respectively; Fig. 4E).
Taken together, these data further support the hypothesis
of a severe bradycardia associated with cardiac conduction
defects in SMA-like mice, as reported in other SMA mouse
models (Heier et al. 2010).

Contractile function is altered in the myocardium
of SMA-like mice

Our laboratory (Biondi et al. 2008) and others (Kariya et al.
2008; Kong et al. 2009; Martı́nez-Hernández et al. 2009)
have previously indicated a motor unit maturation delay
observed at the skeletal motor unit level in type 2 SMA-like
mice. We therefore questioned the potential cardiac
developmental defects with a particular impact on the
postnatal maturation of cardiomyocytes. We analysed the
expression of two contractile unit proteins of the cardio-
myocyte, also markers of cardiac postnatal development,
namely, troponin I and MyHC. Troponin I is expressed
in skeletal isoform during the embryonic stages and is
progressively replaced by the cardiac troponin isoform
during the postnatal period (Adamcova & Pelouch, 1999).
For the MyHC, only the β-isoform is expressed during the
early embryonic stage and then progressively replaced by
the α-isoform during the postnatal maturation (Lompre
et al. 1984). The switch between β- and α-MyHC reflects
the adaptation of the cardiac contractile capacity to growth
(Lompre et al. 1984). The expression patterns of troponin
I were analysed by Western blot on cardiac extracts in
control and SMA-like mice at P6, P8 and P12. Our results
indicated a decrease in the expression of skeletal isoform
of troponin I from P6 and P12 with, in particular, a 50%
reduction in the heart of control mice between P8 and P12
(P < 0.05; Fig. 5A and B). The isoform shift was nearly
completed at P18 (Supplementary Fig. 1). In contrast, we
found a residual expression of the skeletal troponin I iso-
form in the heart of SMA-like mice, with a fivefold increase
when compared with matched controls at P12 (P < 0.05;
Fig. 5C and D).

We next analysed by quantitative PCR the expression
profile of β- and α-MyHC in the myocardium of controls
and SMA-like mice at P6, P8 and P12. In controls, a
significant 30% increase in the expression of α-MyHC
transcripts was found between P6 and P8 (P < 0.05;
Fig. 5E), that paralleled a decrease in β-MyHC trans-
cripts expression (Fig. 5F). β-MyHC expression, already
found in minority at P6, decreased by more than fivefold
until P12 (P < 0.05; Fig. 5F). In SMA-like mice, α-MyHC
was found downexpressed twofold when compared with
controls (P < 0.05; Fig. 5G). We found, in parallel, a
1.5-fold decrease inβ-MyHC expression that could suggest
a loss of contractile components in cardiomyocytes of
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SMA-like mice at P12 (P < 0.05; Fig. 5H). This result
seems to indicate a contractile protein expression defect.

These data prompted us to initiate a histological analysis
of heart ventricles in SMA-like mice and controls at P12.
After a transversal section in the middle of ventricles
of stopped hearts in the diastole phase, HE staining
confirmed specific structural defect in SMA-like mice
when compared with matched control mice (Fig. 5I and J).
Muscle ventricles from SMA-like mice appeared atrophic
with a 50% decrease in total area compared with control
hearts (P < 0.05; Fig. 5K). This decrease was coherent
with a 50% loss in heart weight (Supplementary Fig.
2), BW (Fig. 2C) and a 40% decrease in the body size
(data not shown) at P12 in these mice. When heart
weight was standardized to BW (Supplementary Fig. 2),
no significant difference was observed. Cardiomyocytes
of SMA-like mice appeared disorganized, isolated, round
and atrophic (Fig. 5J). Furthermore, the intraventricular
septum (IVS) and both ventricular walls appeared thinner
in SMA-like mice compared with control mice (P < 0.05;
Fig. 5L–N), even when values were normalized with owner

heart diameter. Finally, after Sirius Red staining, a high
proportion of fibrosis was observed in the same ventricle
sections of SMA-like mice (Fig. 5P), while no fibrosis was
detected in control mice (Fig. 5O).

Physical exercise partially corrects cardiac muscle
breakdown in SMA-like mice

We next evaluated the effects of exercise on the expression
profile of troponin I and α- and β-MyHC in the
myocardium of control and SMA-like mice at P12. Physical
exercise induced a threefold decrease in the expression
of the skeletal isoform of the troponin I in SMA-like
mice compared with unexercised mice (P < 0.05; Fig. 6A
and B), suggesting an exercise-induced promotion of the
transition from skeletal to cardiac isoforms. Furthermore,
exercise promoted the expression of both MyHC isoforms
with, in particular: (1) a 50% increase in the expression of
α-MyHC in exercise-treated SMA nearly reaching control
levels; and (2) a fourfold increase in the expression of

Figure 4. Cardiac conduction is decreased in spinal muscular atrophy (SMA)-like mice at P12
A and B, representative ECGs (6 ms) of control (A) and SMA-like mice (B) recorded during conscious and
unrestrained conditions at 30◦C. C–E, cardiac conduction analysis shows an increase in PR interval (C) and
QRS complex duration (D) in SMA-like mice compared with control mice, while the corrected QT interval was not
significantly different (E). Error bars represent SD (n = 15; a.u., arbitrary unit; ∗P < 0.05).
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Figure 5. Contractile protein
expression and cardiac structure is
affected in spinal muscular atrophy
(SMA)-like mice
A–D, Western blot analysis of the troponin I
expression in the heart of control mice
revealed a switch from skeletal to cardiac
isoform with age (A and B, n = 3 at P6, P8
and P12), while the skeletal isoform
remained overexpressed in SMA-like mice
at P12 (C and D, n = 3). E–H, quantitative
PCR analysis of the myosin heavy chain
(MyHC) mRNA expression in the heart of
control mice shows an increase in alpha
isoform expression (E) and a decrease in
beta isoform expression (F) with age, while
the expression of both isoforms was
downregulated in SMA-like mice at P12 (G
and H, n = 4). I and J, HE staining of
ventricles cross-sections in control (I) and
SMA-like mice (J) at P12, with a zoom in
each section. K, morphometric analyses of
the ventricles show a dramatic decrease in
heart area in SMA-like mice at P12. L–N,
when standardized to heart diameter, the
thickness of the intraventricular septum
(IVS; L) and the wall of the right (RV; M)
and left (LV; N) ventricles were decreased in
SMA-like mice compared with control mice
at P12 (n = 4). O and P, Sirius Red staining
of ventricles cross-sections in control (O)
and SMA-like mice (P) at P12, with a zoom
in each section, show fibrosis in the heart
of SMA-like mice only (n = 4). Error bars
represent SD (a.u., arbitrary unit;
∗P < 0.05). GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase.
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Figure 6. Physical exercise partially corrects cardiac structure and contractile protein expression in spinal
muscular atrophy (SMA)-like mice at P12
A and B, physical exercise in SMA-like mice promoted the expression switch from skeletal to cardiac isoforms of
troponin I (n = 3). C and D, physical exercise promoted the expression of α- and β-myosin heavy chain (MyHC)
isoforms both in control and SMA-like mice (n = 4). E and F, HE staining of ventricles cross-sections in unexercised
SMA-like mice (E) and exercised SMA-like mice (F), with a zoom in each section. G–J, physical exercise in SMA-like
mice significantly increased the heart area (G) and, when standardized to heart diameter, increased also the
thickness of the intraventricular septum (IVS; H) and the wall of the right (RV; I) and left (LV; J) ventricles (n = 4).
K and L, compared with unexercised SMA-like mice (K), the heart fibrosis was reduced in exercised SMA-like
mice (L; n = 4). Error bars represent SD (a.u., arbitrary unit; ∗P < 0.05). GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase.
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β-MyHC in exercised compared with unexercised SMA
(P < 0.05; Fig. 6C and D).

As expected, the beneficial effects of the exercise
programme were observed following histological analysis
of the ventricular muscle from SMA-like mice (Fig. 6E
and F). After exercise, all cardiac structural parameters
appeared less affected than in sedentary counterparts. An
increase of 15% in heart area (Fig. 6G) was observed,
paralleling a 15% increase of the body size in exercised type
2 SMA-like compared with unexercised mice (data not
shown). About 25% increase of normalized IVS thickness
was observed in exercised heart of SMA-like mice, and
the thickness of the ventricular walls was restored to
near control values (P < 0.05; Fig. 6H–J). Finally, fibrosis
was decreased in the heart of exercised SMA-like mice
(Fig. 6L) when compared with unexercised SMA-like mice
(Fig. 6K), as revealed by Sirius Red staining.

Physical exercise improves cardiac function
in SMA-like mice

At P12, time and frequency domain analyses of the HRV
were next used to investigate the autonomic modulation

induced by physical exercise in SMA-like mice. We found
that the RMSSD significantly decreased in exercised
SMA-like mice compared with unexercised counterparts
(P < 0.05; Fig. 7A). Importantly, after the exercise period,
no significant difference was found between exercised
SMA-like mice and unexercised control mice for RMSSD,
suggesting a restoration of the cardiac variability with
exercise in SMA-like mice. Furthermore, no significant
impact of physical exercise was found on autonomic
function in control mice (Fig. 7A).

To investigate the potential benefits of physical exercise
on HR and cardiac arrhythmia, we performed specific
inhibitions of both autonomic branches in exercised
and unexercised control and SMA-like mice at P12.
After atenolol injection, the level of the HR decrease
was not significantly different in exercised control
and SMA-like mice when compared with sedentary
counterparts (Fig. 7B). However, and importantly, when
standardized with BW, this basic level of HR, i.e. deprived
of sympathetic influence, was similar in range with the
sedentary control (69 ± 14 beats min−1 g−1; Fig. 7C). This
effect was associated with a drastic reduction in RMSSD
after injection in exercised compared with unexercised
SMA-like mice (P < 0.05; Fig. 7D), suggesting that exercise

Figure 7. Physical exercise reduces cardiac arrhythmia defects without changing autonomic balance in
spinal muscular atrophy (SMA)-like mice at P12
A, cardiac variability (root mean square of successive RR interval differences, RMSSD) decreased in exercised
SMA-like mice compared with unexercised SMA-like mice, while no difference was observed in control mice
(n = 15). B, following adrenergic receptor inhibition with atenolol, a comparable level of heart rate (HR) reduction
was recorded in exercised control and SMA-like mice compared with unexercised mice. C, when standardized
to body weight (BW), only the post-atenolol injection HR (P.I. HR) of exercised SMA-like mice reached a level
comparable to controls. D, the exercise programme limited the RMSSD increase induced by the sympathetic
inhibition in SMA-like mice. Error bars represent SD (n = 8; ∗P < 0.05).
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was able to reduce significantly the constitutive arrhythmia
in SMA-like mice. In order to investigate the potential
impact of exercise on the parasympathetic branch of
the ANS, we analysed cardiac variability in exercised
and unexercised SMA-like mice after inhibition of
muscarinic receptors by atropine. As expected, after
atropine injection, no variation in HR, standardized or
not to BW, or in RMSSD was recorded in both exercised
and unexercised mice (Supplementary Fig. 3).

Physical exercise partially restores electrical
conduction in SMA-like mice

We next questioned whether an exercise protocol could
provide benefits on the cardiac conduction system in
SMA-like mice at P12 (Fig. 8A and B). Physical exercise
proved to be sufficient to significantly reduce the PR
interval (64.5 ± 5.5 ms and 46.2 ± 2.3 ms in unexercised
and exercised SMA-like mice, respectively, P < 0.05;
Fig. 8C) and QRS complex duration (15.4 ± 5.3 ms and
12.5 ± 3.1 ms in unexercised and exercised SMA-like
mice, respectively, P < 0.05; Fig. 8D), suggesting a partial
restoration of the conduction time between the SA and
AV nodes in exercised SMA-like mice. No significant
differences were found in corrected QT interval between
unexercised and exercised SMA-like mice (83.9 ± 6.1 ms
and 74.4 ± 7.5 ms, respectively; Fig. 8E).

Beneficial effects of exercise on SMA-induced
bradycardia and respiratory dysfunction are weight
dependent

We finally determined whether an exercise protocol
could provide benefits on cardiorespiratory function
in SMA-like mice at P12. Four days of a moderate
running-based exercise proved to be sufficient to increase
significantly the absolute HR of SMA-like mice by about
37%, albeit without reaching a level comparable to
controls (P < 0.05; Fig. 8F). Physical exercise provided
also a significant effect on the respiratory function
in SMA-like mice, with a 30% increase in HF peak
from 2.11 ± 0.41 Hz in unexercised to 2.75 ± 0.57 Hz in
exercised SMA-like mice (P < 0.05; Fig. 8G). However,
the BW of exercised SMA-like mice also increased by
37% when compared with unexercised SMA-like mice
(P < 0.05; Fig. 8H). Consequently, absolute HR and HF
peak standardized to BW showed no significant differences
after exercise, suggesting that those parameters are linked
(Fig. 8I and J).

Discussion

We provide here the first evidence that physical exercise
partially restored cardiac structure and function in type 2
SMA-like mice, including cardiac conduction efficiency,

potentially through the prevention of fibrosis. These
exercise-induced effects led to the drastic reduction of
bradycardia and arrhythmia, and to the partial recovery of
HR and respiratory rate in exercised SMA-like mice.

The CNS acts as a control system for many physio-
logical functions, including HR and HRV, breathing rate,
vascular perfusion, digestion, salivation and perspiration.
Although, in SMA, the CNS and motor neurons, in
particular, are clearly affected by SMN deficiency and
constitute the primary target for therapeutic strategies,
other systems, including cardiac function, could also suffer
from SMN deficiency and play a part in the pathogenesis
of SMA. A series of case reports has been provided in
the literature, indicating growing evidence for cardiac
abnormalities in patients with SMA (Arai et al. 2005;
Hachiya et al. 2005; Araujo Ade et al. 2009) and in SMA
animal models (Bevan et al. 2010; Heier et al. 2010;
Shababi et al. 2010). So far, very little is known about
the primary causes of cardiac dysfunction in SMA, and
some reports begin to suggest the implication of the ANS
in the development of SMA (Bevan et al. 2010; Heier et al.
2010).

When we analysed the autonomic system function
in type 2 SMA-like mice during the postnatal period,
we found a progressive increase in HRV, becoming
dramatically high at P12, a time point at which most of the
type 2 SMA-like mice die. This progressive increase in HRV
parallels a decrease in HR during the same development
stages of type 2 SMA-like mice. This physiological
phenomenon is classically associated with an increase in
cardiac parasympathetic influence (Task Force, 1996), and
pointed out as a plausible hypothesis by several reports
to explain the bradycardia and arrhythmia in SMA-like
mice (Bevan et al. 2010; Heier et al. 2010). However, our
pharmacological analysis revealed that parasympathetic
blockade failed to affect HRV and intrinsic HR in resting
SMA and control mice at P12. Similar observations were
reported in other wild-type mice at P6 and P12 (Sato,
2008), suggesting that the parasympathetic system is not
influential at this age.

More interestingly, we found that sympathetic
inhibition drastically reduced HR in both controls and
type 2 SMA-like mice at P12, further emphasizing the
influence of adrenergic stimulation in mice HR at this age.
Surprisingly, this sympathetic inhibition also induced an
increase in HRV only in type 2 SMA-like mice. Therefore,
it could be hypothesized that the sympathetic activity
found in type 2 SMA-like mice would likely prevent
further cardiac rhythm deterioration and exacerbation of
cardiac arrhythmias. So, our results support the hypothesis
that the cardiac dysfunction found in SMA mice would
come from a specific myocardial defect rather than
a pathological sympathetic influence. Interestingly, the
study from Arai and colleagues (Arai et al. 2005) suggested
an hyperactivity of the sympathetic nervous system in
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Figure 8. Physical exercise increases cardiac conduction, heart rates (HRs) and breathing rates in spinal
muscular atrophy (SMA)-like mice at P12
A and B, representative ECGs (6 ms) of unexercised (A) and exercised SMA-like mice (B) recorded during conscious
and unrestrained conditions at 30◦C. C and D, physical exercise in SMA-like mice induced a significant reduction
in PR interval (C) and QRS complex durations that reached a level comparable to controls (D). E, no modification
in corrected QT interval was observed in all groups of mice (E; n = 15). F–H, Physical exercise increased HR (F),
high-frequency (HF) peak (G) and body weight (BW) of SMA-like mice (H). I and J, no difference in HR (I) and HF
peak (J) was detected between all groups when standardized by BW (n = 15; ∗P < 0.05).
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some patients with severe SMA, providing a potential
explanation for some SMA-related symptoms, such as
finger-cold vasodilatation and sympathetic skin response
abnormalities, but not for others, in particular the defects
in vascular perfusion (Araujo Ade et al. 2009). In the light
of our work, this sympathetic overactivation observed in
patients with SMA could be a consequence of a cardio-
myopathy and not its cause.

Physical exercise is considered as an appropriate
alternative therapy for the maintenance of cardiac stability
in various cardiac pathological conditions (Billman,
2002). The influence of exercise on cardiovascular
function has been investigated in adult mice, where
dynamic exercise induced a resting bradycardia and an
improvement in baroreflex-mediated tachycardia (De
Angelis et al. 2004), similar to the exercise response
observed in humans (Dixon et al. 1992; Hall, 2008).
However, no study has evaluated the effects of physical
exercise on the ANS of newborn mice. In the present study,
unexpectedly, we showed that exercise induced a reduction
in cardiac variability and increased HRs in type 2 SMA-like
mice with no change in controls. Concerning the auto-
nomic function, while no parasympathetic activity was
found after exercise, an increase in cardiac sympathetic
influence was recorded in SMA mice. This result would
indicate that in a pathological context, the exercise induces
a remarkable improvement in cardiac function but does
not modify the autonomic balance.

Furthermore, the cardiac dysfunction reported in
SMA-like mice could be associated with cellular
architecture changes of cardiac tissue (Gardner et al. 1985).
To this respect, we analysed the cardiac muscle troponin
I expression and revealed a defect in the transition from
skeletal to cardiac isoforms with age, suggesting a delay in
cardiac maturation in type 2 SMA-like mice and a plausible
cause of cardiomyopathy. Indeed, defects or mutations of
cardiac muscle proteins, including cardiac troponin I or T,
have been associated with cardiomyopathy in mice as well
as in humans (Tsoutsman et al. 2006, 2008). Furthermore,
mutation in troponin I in mouse induces an hypertrophic
cardiomyopathy associated with an absence of normal
exercise response, amongst others a lack of left ventricle
contractility improvement (Nguyen et al. 2007). We show
here that exercise promoted cardiac-isoform expression of
troponin and, subsequently, an improvement in cardiac
function.

Another well-described heart defect comes from the
modification of the α- and β-isoforms of the cardiac
MyHC expression, whose respective proportion is being
controlled by developmental and hormonal factors
(Everett et al. 1984; Allen et al. 2001). Indeed, in
failing adult mouse hearts, a shift from the normally
predominant α-MyHC toward the β-MyHC is often
observed (Harada et al. 1999). In the present study,
we mainly observed a decrease in the expression of

α-isoform, suggesting a cardiac contraction defect due
to ATPase activity modifications, as demonstrated by
Krenz et al. (2003). More interestingly, exercise induced
a large increase in the expression of both isoforms, with
a more pronounced effect on β-MyHC, whose over-
expression is often correlated with a non-pathological
cardiac hypertrophy (Jones et al. 1996), suggesting a
beneficial effect of exercise on cardiac function in SMA-like
mice. The evaluation of protein isoforms expression
with highly specific antibodies could provide some clues
for the evaluation of mRNA translation and stability
modifications in SMA context and after exercise. However,
several publications demonstrated a direct link between
isoforms mRNA expression and cardiac function (Alpert
et al. 2002; Krenz et al. 2003).

In our ECG analysis, a dramatic decrease in cardiac
function was also revealed by an increase in conduction
times from the SA to the Purkinje fibres of the type
2 SMA-like mice. The causes of arrhythmia and slow
conduction may involve decreases in cell excitability
(Cranefield et al. 1972), dilatation of ventricles and in
contractile protein expression, including α-MyHC (Berul
et al. 1997).

The physical exercise exerts beneficial effects on
cardiac conduction properties of the SMA-like mice
by reducing the PR interval. However, the specific
mechanisms involved are still unknown, but could
implicate a combination of multiple factors, including
contractile protein rearrangement, fibrosis prevention and
calcium-activated signalling known to modulate cardio-
myocytes excitability (Chai et al. 2011).

Among the many pathological systems involved in SMA,
a crucial one concerns the control of the respiratory
function, including ventilatory parameters that are
associated with a reduction of vital capacities (Samaha
et al. 1994; Bach et al. 2012). Surprisingly, a limited
number of studies have investigated the respiratory rate
in human or mouse models. Here, we provide the first
lines of evidence for a dramatic reduction in respiratory
rates in severe SMA-like mice. Interestingly, significant
alterations in respiratory rates were not observed in
another SMA mouse model of comparable severity, from
P0 to P8 (El-Khodor et al. 2008), an apparent controversy
that might be resolved considering the age of respiratory
symptoms appearance (P6–P12). In a more severe SMA
mouse model, smaller ventilation levels with frequent
and longer apnoeas were found at 7 days old, while the
breathing pattern was normal at P1 (Michaud et al. 2010).
Thus, the progressive deterioration of breathing patterns
from P6 to P12 we observed in the type 2 SMA-like mice
should certainly proceed from the respiratory muscles
denervation phenomenon occurring at these ages (Kariya
et al. 2008; McGovern et al. 2008). Interestingly, no
breathing rate changes occurred when related to body
size, indicating an overall cardiorespiratory adaptation
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during growth in mice. It is important to note that during
the postnatal development period, HR to BW ratios did
not change during growth, in control as well as in SMA
mice, suggesting a cardiorespiratory adaptation during
this normally rapid development period in neonates.
These cardiorespiratory adaptations were also found on
SMA-like mouse models with equivalent lifespan (Heier
et al. 2010).

Most importantly, the present study provides the first
lines of evidence for the partial restoration of ventilatory
patterns with physical exercise in an SMA context. The
increase in breathing rates we observed in SMA-like mice
invites speculation about an exercise-induced ventilatory
muscles maturation, as already reported in our laboratory
with an exercise-induced acceleration of motor neuron
maturation and improvement of the neuromuscular
junction morphology in the hind limb muscles of
SMA-like mice (Biondi et al. 2008).

Taken together, the present study provides evidence
that the cardiomyopathy observed in SMA model mice
is mainly due to intrinsic cardiac alteration but not
autonomic impairment. More importantly, we found
that physical exercise partially restores cardiac function
in a severe type of SMA mice. This study and others
are beginning to indicate a more profound involvement
of cellular, structural and vascular cardiac dysfunction
in the pathogenesis of SMA, widely opening alternative
pharmacological and non-pharmacological therapeutic
strategies that would most certainly include physical
exercise.
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IGF-1R Reduction Triggers Neuroprotective Signaling
Pathways in Spinal Muscular Atrophy Mice
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Spinal muscular atrophy (SMA) is a neuromuscular disease characterized by the selective loss of spinal motor neurons due to the
depletion of the survival of motor neuron (SMN) protein. No therapy is currently available for SMA, which represents the leading genetic
cause of death in childhood. In the present study, we report that insulin-like growth factor-1 receptor (Igf-1r) gene expression is enhanced
in the spinal cords of SMA-like mice. The reduction of expression, either at the physiological (through physical exercise) or genetic level,
resulted in the following: (1) a significant improvement in lifespan and motor behavior, (2) a significant motor neuron protection, and (3)
an increase in SMN expression in spinal cord and skeletal muscles through both transcriptional and posttranscriptional mechanisms.
Furthermore, we have found that reducing IGF-1R expression is sufficient to restore intracellular signaling pathway activation profile
lying downstream of IGF-1R, resulting in both the powerful activation of the neuroprotective AKT/CREB pathway and the inhibition of
the ERK and JAK pathways. Therefore, reducing rather than enhancing the IGF-1 pathway could constitute a useful strategy to limit
neurodegeneration in SMA.

Key words: gene expression; IGF-1R; model mice; signaling pathways; SMN; spinal muscular atrophy

Introduction
Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal-recessive dis-
ease occurring in early childhood for which no specific therapy

exists. SMA is characterized by the specific loss of spinal motor
neurons, leading to a progressive muscular weakness and subse-
quent death when vital muscles are affected (Crawford and
Pardo, 1996). SMA is caused by mutation of the Survival of Motor
Neuron 1 (SMN1) gene (Lefebvre et al., 1995), leading to a defec-
tive SMN protein expression. The disease severity is modulated
by the expression of SMN2, a SMN1 gene copy. SMN2 produces
only a small amount of full-length SMN transcripts due to the
alternative splicing of exon 7, leading to a small amount of stable
SMN protein (Lorson and Androphy, 2000). Despite two decades
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Significance Statement

Recent evidence of IGF-1 axis alteration in spinal muscular atrophy (SMA), a very severe neurodegenerative disease affecting
specifically the motor neurons, have triggered a renewed interest in insulin-like growth factor-1 (IGF-1) pathway activation as a
potential therapeutic approach for motor neuron diseases. The present study challenges this point of view and brings the alter-
native hypothesis that reducing rather than enhancing the IGF-1 signaling pathway exerts a neuroprotective effect in SMA.
Furthermore, the present data substantiate a newly emerging concept that the modulation of IGF-1 receptor expression is a key
event selectively determining the activation level of intracellular pathways that lie downstream of the receptor. This aspect should
be considered when designing IGF-1-based treatments for neurodegenerative diseases.
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of research, the specific sensitivity of motor neurons to defects of
the ubiquitous SMN protein that is involved in essential cell pro-
cesses such as mRNA metabolism (Fischer et al., 1997; Pellizzoni
et al., 1998) remains poorly understood. Microarray analyses un-
expectedly failed to identify the specific misexpression of some
essential genes in motor neurons after SMN depletion (Zhang et
al., 2008). This may suggest that the selective degeneration of
motor neurons in SMA results from alterations of systemic path-
ways that would ultimately target motor neurons.

Although multiple neurotrophic factors are implicated in
neuron survival, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is a critical
factor for the maintenance and the survival of motor neurons
(Neff et al., 1993; Ozdinler and Macklis, 2006). Interestingly,
several recent investigations pointed toward an IGF-1 signaling
pattern-alteration in SMA. First, the levels of circulating IGF-1
and Igf-1 hepatic mRNA expression were shown to display a
marked reduction in a severe type of SMA-like model mice (Hua
et al., 2011; Murdocca et al., 2012). Second, in skeletal muscles
from type 1 SMA patients (Millino et al., 2009) or from SMA mice
(Bosch-Marcé et al., 2011), the IGF-1 receptor (IGF-1R) was
found to be overexpressed. The level of this overexpression in
human biopsies correlated with the severity of the disease
(Millino et al., 2009). Interestingly, increasing IGF-1 availability
for mouse SMA mouse muscles had no effect on IGF-1R expres-
sion (Bosch-Marcé et al., 2011), suggesting that IGF-1R overex-
pression was constitutive and not the result of a compensatory
mechanism for a putative decrease in serum IGF-1 concentra-
tion. Unfortunately, data on the IGF-1R expression in SMA
mouse CNS are presently lacking. Third, among the three intra-
cellular signaling pathways known to lie downstream of IGF-1R,
the ERK1/2, JAK/STAT3, and AKT pathways (D’Mello et al.,
1997; Párrizas et al., 1997; Yadav et al., 2005), the ERK cascade
was found to be constitutively overactivated in the spinal cord
and muscles (Millino et al., 2009; Biondi et al., 2010). In contrast,
the AKT pathway was found to be underactivated in SMA mouse
spinal cords (Biondi et al., 2010; Kye et al., 2014).

Interestingly, IGF-1R overexpression was reported in the CNS
and muscles from patients with amyotrophic lateral sclerosis
(ALS) (Wilczak et al., 2003; Lunetta et al., 2012), another fatal
motor neuron disease, contrasting with nearly identical serum
IGF-1 concentration (Corbo et al., 2010). Moreover, recent data
demonstrated that the reduction of IGF-1 signaling through
Igf-1r gene partial inactivation (Igf-1r�/ �) resulted in an increase
in lifespan; a greater resistance to oxidative stress (Holzenberger
et al., 2003); and a reduction in behavioral impairment, neuroin-
flammation, and neuronal and synaptic loss in a mouse model of
Alzheimer’s disease (Cohen et al., 2009). Therefore, one could ask
whether enhancing or depressing IGF-1 related signaling path-
way results in a beneficial or detrimental effect on SMA motor
neurons. To address this question directly, we generated an SMA
mouse model harboring only one functional allele for Igf-1r (Igf-
1r�/ �) and analyzed the hallmarks of SMA pathogenesis.

Materials and Methods
Mice and treatments. The knock-out transgenic type 2 SMA-like mice
(FVB/NRj-Smn � 7/ � 7 SMN2) derived from mice obtained from the In-
stitute of Molecular Biology (Hsieh-Li et al., 2000; Academia Sinica). To
standardize the type 2 phenotype, male and female mutant mice with a
weight ranging from 3 to 4 g at 8 d of age were used for this study, as
described previously (Biondi et al., 2008). We generated a new mouse
strain by crossing FVB/NRj-Smn �/ � 7 SMN2 mice with Igf1r �/ � mice
(B6.129-Igf1rtm1.2Mhz/Orl, strain EM00115 from the EMMA mouse
repository; (Holzenberger et al., 2003). After the crossing between FVB/
NRj-Smn �/ � 7 SMN2 and B6.129-Igf1rtm1.2Mhz/Orl strains, the double

mutant carriers were backcrossed for 10 generations to the FVB/NRj
strain (Janvier Labs) to purify the genetic background of the mice.
Among the different genotypes generated in offspring, the original pa-
rental genotypes (Smn � 7/� SMN2 Igf-1r �/�; n � 74) mice and
(Smn � 7/� SMN2 Igf-1r �/ �; n � 65) mice were referred to as “control”
and “Igf-1r �/ � control,” respectively, and the SMA-like mice
(Smn � 7/ � 7 SMN2 Igf-1r �/�; n � 62) and Smn � 7/ � 7 SMN2 Igf-1r �/ �

(n � 61) mice were designated as “SMA” and “Igf-1r �/ � SMA,” respec-
tively. Male and female were used for this study. Body weight and lifespan
recording were performed daily until animal death. The animals were
considered to be dead when they were no longer able to stand up after
having been placed on their sides for 1 min. The care and treatment of
animals followed the national authority (Ministère de l’Enseignement
Supérieur et de la Recherche, France) guidelines for the detention, use,
and ethical treatment of laboratory animals.

Training protocol. Exercise was performed in a wheel with a controlled
speed as described previously (Grondard et al., 2005). The protocol was
started from 8 d of age (postnatal day 8, P8). The mice in the trained
group were progressively accustomed to wheel training for 2 d (the first
day, 4 periods of 5 min running with a rest period of 30 min; the second
day, 2 periods of 10 min running with a rest period of 30 min). Next, mice
were individually and continuously trained for 20 min/d. The speed was
fixed at 1 m/min for the first 3 d and then increased by successive steps of
2 m/min, finally reaching 5 m/min (maximal speed).

Behavioral evaluation. The grip strength was performed in the forelimb
of Igf-1r �/� and Igf-1r �/ � control mice and Igf-1r �/� and Igf-1r �/ �

type 2 SMA-like mice from P8 to death. The time spent holding onto a
thin metal rod suspended in midair was calculated. Each mouse was
subjected to five successive attempts separated by a 10 min rest period.

The ambulatory behavior was assessed in an open-field test for all
groups. The apparatus consisted of a wooden box measuring 28 � 28 �
15 cm. The floor of the arena was divided into 16 7 � 7 cm squares. The
mice were tested individually and the open field was washed after each
session. Each mouse initially placed in the center of the open field was
allowed to move freely for 5 min. The behavioral measures recorded
manually during these 5 min were the number of peripheral and central
square crossings.

IGF-1 ELISA. Mice were anesthetized with 1% pentobarbital solution
(6 �l/g) diluted in 0.9% saline buffer by intraperitoneal injection. A 400
�l blood sample was taken from the right ventricle with a 1 ml syringe
mounted with a 22 gauge needle, both coated with heparin (5000 UI/ml;
Pan Pharma Luitré). The blood sample was centrifuged at 1500 � g for 10
min at �4°C. The serum was frozen, stored at �80°C, and used within 1
month. The quantity of IGF-1 was determined on 100 �l of serum in
duplicate using the Murine IGF-1 ELISA kit (900-K170; Peprotech) and
following the manufacturer’s instructions.

In situ hybridization. To detect Igf-1r mRNAs, antisense oligonucleo-
tide probes were synthesized as described previously (Oshima et al., 2002;
Fukaya et al., 2005): forward 5�-CACAGTCATCCGTGGCTGGA-3� and
reverse 5�-CGCTTCCCACACACACTTGG-3�. Under deep pentobarbi-
tal (40 mg/kg) anesthesia, spinal cords were obtained from P12 SMA-like
mice. Frozen sections (14 �m thickness) were mounted on glass slides
coated with 3-aminopropyltriethoxysilane. Each section was fixed im-
mediately after cutting by immersion for 20 min in 2% paraformalde-
hyde in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4). Sections were then rinsed three
times in PBS, dipped in water, and dehydrated with a graded ethanol
series (70%, 95%, and 100%). The sections were then air-dried and
stored at �80°C until further use. The hybridization mixture contained
50% formamide, 4� standard saline citrate (SSC), 1� Denhardt’s solu-
tion, 0.25 mg/ml yeast tRNA, 0.25 mg/ml sheared salmon sperm, 0.25
mg/ml polyA, 10% dextran sulfate, 100 mM DTT, and [ 35S]-dATP-
labeled oligonucleotide probes (4.5 � 10 6 dpm/ml). One hundred mi-
croliters of hybridization mixture was placed on each section. The
sections were then covered with a Parafilm coverslip and incubated in a
humidified chamber at �43°C for 20 h. After hybridization, the sections
were washed successively twice in 1� SSC containing 0.01 M DTT and
twice in 0.5� SSC containing 0.01 M DTT for 15 min at �55°C and finally
in 0.5� SSC containing 0.1 M DTT for 15 min at room temperature.
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Sections were exposed to Nuclear Track emulsion (NTB-2; Kodak) for 8
weeks.

Histological and immunohistochemical analysis. For motor neuron
studies, anesthetized animals were submitted to an intracardial perfusion
of 40 ml of PBS solution at 1.2 ml/min followed by 40 ml of 4% PFA
solution diluted in PBS solution at the same flow. Then, spinal cords were
dissected, incubated overnight in 4% PFA solution, and washed twice for
2 h with PBS. The lumbar spinal cords (L1 to L5) were cut using a
vibratome VT-1000S (Leica) on the whole length of the sample at 50-
�m-thick cross sections. One of every five sections was processed for
immunohistochemical analysis as described previously (Branchu et al.,
2013).

For SMN immunostaining, spinal cords were dissected from anesthe-
tized animals and immediately frozen in cold isopentane solution
(�80°C). The lumbar spinal cords (L1 to L5) were cut selectively using a
cryostat microtome (CM3050S; Leica) at 14-�m-thick cross sections.
One of every 10 sections (40 sections examined) was processed for im-
munohistochemical analysis as described previously (Grondard et al.,
2005).

All types of sections were then incubated for 1 h at room temperature
in a blocking solution (7% normal donkey serum with 1% Triton X-100
and 0.5% Tween 20 in TBS). Incubations in corresponding primary an-
tisera, namely polyclonal goat anti-choline acetyltransferase (ChAT;
1:400; Millipore) and polyclonal rabbit anti-SMN clone 502 (1:400; ob-
tained from Suzie Lefebvre, Paris, France) primary antibodies, were then
performed for 3 d at �4°C in the blocking solution. Sections were washed
in TBS buffer with 0.5% Tween 20 and subsequently incubated with
polyclonal Cy3-conjugated donkey anti-goat (1:400; Jackson Immu-
noResearch) and/or polyclonal Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-
rabbit (1:400; Jackson ImmunoResearch) antibodies for 1 h at room
temperature in the blocking solution. The sections were washed in TBS
and mounted in Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Lab-
oratories). The staining specificity was checked incubating sections in
absence of the primary antibody.

For motor end-plate labeling, whole-mount preparations of muscle
fibers were stained using Alexa Fluor 568-conjugated �-bungarotoxin (4
mg/ml in PBS with 4% bovine serum albumin), monoclonal rabbit anti-
neurofilament light protein (NN18, 1:500; Millipore), and synaptophy-
sin (1:5; Invitrogen Life Technologies). The whole-mount preparations
were subsequently incubated with an Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit
IgG (1:400; Invitrogen) for 1 h at room temperature as described previ-
ously (Branchu et al., 2013). The different developmental synapse shapes
were determined according to Sanes and Lichtman (1999) and visualized
using �-bungarotoxin staining for innervated neuromuscular junctions
(NMJs). The acetylcholine receptor (AChR) clusters appearing elliptical

and uniform or with some low AChR density but without perforation
were defined as “uniform-plaques.” Elliptical AChR clusters displaying at
least one perforation but maintaining a peripheral continuity were de-
fined as “perforated-plaques.” Finally, AChR cluster displaying an im-
portant number of perforations and a loss of peripheral continuity were
defined as “pretzel-like plaques,” the only shape for which we could
observe a more precise spatial correspondence between nerve terminals
and AChR clusters. The proportions of each type of plaque were deter-
mined from a minimum of 100 NMJs per muscle and per mouse and
expressed as percentage of total counted NMJs.

For muscle typology, cryostat sections (one transversal medial section
per muscle and per animal, which represented �4000, 6000, and 12,000
muscle fibers in the soleus, the plantaris, and the tibialis, respectively, for
each experimental point) were either stained or processed for immuno-
chemistry. For the staining protocol, muscles sections were dried for 30
min at room temperature and then stained with an H&E classical proto-
col. For the immunochemistry protocol, muscles sections were fixed with
acetone for 20 min at room temperature and washed three times in PBS
containing 0.1% Tween 20 (PBST). Slices were then incubated with
mouse monoclonal antibodies raised against myosin heavy chains (My-
HCs): (1) embryonic (F1.652; University of Iowa, Iowa City, IA), (2)
neonatal (N3.36; University of Iowa), (3) slow type I (NCL-MyHCs), (4)
all fast type II (NCL-MyHCf; Leica), and (5) intermediate type IIa MyHC
isoforms (A4.74) at a dilution of 1:20 for 1 h at room temperature and
washed three times in PBST. Sections were then incubated at room tem-
perature with a rabbit anti-mouse Ig conjugated with FITC (1:20; Sigma-
Aldrich) for 1 h. After washing with PBS, sections were mounted in
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories). The percentage of
fast IIx/b fibers were determined as the difference between the total num-
ber of type II and type IIa fibers.

All counts were performed using ImageJ software version 1.46. Color
images were tinted, also using ImageJ, and identical brightness, contrast,
and color balance adjustments were applied to all groups.

Microscopy. All immunofluorescence images were collected with a
CMOS camera (ORCA Flash 2.8; Hamamatsu Photonics) mounted
on a Zeiss Z1 AxioObserver using ZEN 2012 software with 100� [10�
Zeiss Plan NeoFluar numerical aperture (NA) 0.3], 200� (20� Zeiss
EC-Plan-Apo NA 0.8), and 630� (63� Zeiss Plan-Apo Oil NA 1.4)
magnifications.

Silencing of IGF-1R with siRNA in cell cultures. MN-1 (Motoneuron-1)
cells have been derived from the spinal cords of E18 control mice and
immortalized (Salazar-Grueso et al., 1991). These cells only harbor the
two alleles of the murine Smn genes. MN-1 cells have been provided by J.
Côté (Ottawa University, Canada) and were plated at 5000 cells/cm 2 at
�37°C in 5% CO2 in a 6 well plate with DMEM (Invitrogen) supple-
mented with 10% FBS and 1% of penicillin/streptomycin (P/S) growth
medium (GM).

Human primary culture of myogenic precursor cells was derived from
SMA patient biopsies. Muscle biopsies were obtained from the Bank of
Tissues for Research (a partner in the European Union network Euro-
BioBank) in accordance with European recommendations and French
legislation. Satellite cells were isolated from biopsies and grown as de-
scribed previously (Bigot et al., 2009). The myogenic purity of the pop-
ulation was monitored by immunocytochemistry using desmin as a
marker. Myoblast cells were plated at 10,000 cells/cm 2 in 6 well plates at
�37°C in 5% CO2 in DMEM Glutamax (Invitrogen) supplemented with
20% FBS (Invitrogen), 1% Ultroser G (Pall), and 1% P/S (5000 U; Invit-
rogen) for 2 d. Then, differentiation was induced with DMEM supple-
mented with 5% horse serum (Invitrogen) and 1% P/S (5000 U;
Invitrogen) differentiation medium (DM) for 10 d.

MN-1 cells at 50% confluence were transfected with Lipofectamine
2000 transfection reagent (Invitrogen) in antibiotic-free GM with either
ON-TARGETPlus nontargeting siRNA (D-001810 – 01; GE Healthcare)
as a negative control or ON-TARGETPlus mouse Igf-1r siRNA (L-
056843; GE Healthcare) at 50 nM, following the manufacturer’s instruc-
tions. Human myotubes were transfected with Dharmafect 3 transfection
reagent (GE Healthcare) in antibiotic-free DM with either the same non-
targeting siRNA or with ON-TARGETPlus human IGF-1R siRNA (L-
003012; GE Healthcare) at 50 nM following the manufacturer‘s
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Figure 1. The IGF-1 axis is altered in the spinal cords of severe SMA-like mice. A, In situ
hybridization on Igf-1rmRNA for the localization of expression in the lumbar spinal cords (L1–
L5) of untrained control and type 2 SMA-likemice (left) comparedwith trained control and type

2 SMA-likemice (right) at 12dof age (n �4). Scale bar, 100�m.B, Quantification by real-time
qRT-PCR of Igf-1r transcripts normalized by 18S transcripts in the ventral lumbar spinal cords of
untrained control and type 2 SMA-likemice comparedwith trained control and type 2 SMA-like

mice at 12 d of age (n � 10). C–E, Western blot analysis (C) and quantification of IGF-1R� (D)
and SMN (E) protein expression in the ventral lumbar spinal cords of untrained control and type
2 SMA-likemice comparedwith trained control and type 2 SMA-likemice at 12 d of age (n �4).

F, Quantification of circulating IGF-1 concentration by ELISA in the serum of untrained control
and type2SMA-likemice comparedwith trained control and type2SMA-likemice at 12dof age

(n � 4). G, Schematic representation of the crossings yielding to Igf-1r �/� SMA mice. H,
Quantification by real time qRT-PCR of Igf-1r transcripts normalized by 18S transcripts in the
ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-
1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age (n � 10). I, J, Western blot analysis (I) and
quantification (J) of IGF-1R�protein expression in the ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/�

and Igf-1r �/� controlmice comparedwith Igf-1r �/�and Igf-1r �/�SMAmiceat 12dof age

(n � 5). K, Quantification of circulating IGF-1 concentration by ELISA in the serum of IGF-
1R �/� and IGF-1R �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at

12 d of age (n � 4). Data are represented as mean	 SEM and significance is reported versus

untrained or Igf-1r �/� control mice, respectively (*p 
 0.05, **p 
 0.01, ***p 
 0.001).
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Figure 2. Genetic reduction of IGF-1R expression extends survival andmotor behavior and promotes neuroprotection in SMAmice.A, Phenotype of Igf-1r �/� controlmice comparedwith SMA

mice and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age. Scale bar, 1 cm. B, Lifespan of Igf-1r �/� compared with Igf-1r �/� control and SMA mice (n � 40). (Figure legend continues.)
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instructions. Transfection medium was replaced by GM or DM after
16 h. Cells were harvested 56 h later in cold 1� PBS (Invitrogen) and
centrifuged at 200 � g for 3 min. Then, supernatants were removed and
pellets frozen at �80°C.

Protein and Western blot analysis. The ventral part of frozen spinal
cords was selectively dissected by razor blade at �20°C. A furrow appears
in the middle of the ventral part and dorsal root ganglia and can be seen
on the dorsal part of the spinal cord. Frozen pellets of MN-1 and human
primary culture myotubes were homogenized in 50 �l of ice-cold RIPA
buffer [50 mM Tris HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% sodium
deoxycholate, 1% NP40, 5 mM EDTA, pH 8.0, 2 mM PMSF (Sigma-
Aldrich), 50 �g/ml leupeptin, 50 �g/ml pepstatin A, and 50 �g/ml apro-
tinin] for 2 wells of a 6 well plate; ventral lumbar spinal cord samples were
homogenized in 100 �l of ice-cold RIPA buffer for 5 mg of tissue. Protein
concentration of the clarified homogenates (�4°C, 15 min, 13,500 rev-
olutions/min) was determined on all samples using the Bradford protein
assay (Bio-Rad). Then, 10 �g protein samples for SMN analysis and 30
�g samples for other analysis of each homogenate were submitted to
12.5% SDS-PAGE electrophoresis (1.5 M Tris, pH 8.3, 12.5% acrylamide,
0.07% Bis, 0.1% SDS, 0.05% APS, 0.06% TEMED). The separated pro-
teins were transferred on PVDF membranes (Bio-Rad; Towbin et al.,
1984). Equal loading of samples was checked by Ponceau dye staining of
the transferred gels. Western blot analysis was performed on membranes
incubated overnight at �4°C in 4% BSA, 0.1% Tween 20, and TBS, pH
7.4. Each of the following primary antibodies, including monoclonal
mouse anti-SMN (1:5000; Santa Cruz Biotechnology), polyclonal rabbit
anti-Ser 473 phospho-AKT (1:1000; Cell Signaling Technology), poly-
clonal rabbit anti phospho-ERK1/2 (1:500; Cell Signaling Technology),
polyclonal rabbit anti-Ser 133 phospho-CREB (1:1000; Millipore), mono-
clonal mouse anti-Ser 183 phospho-Elk-1 (1:1000; Santa Cruz Biotech-
nology), monoclonal mouse anti-Tyr 705 phospho-STAT3 (1:500; Santa
Cruz Biotechnology), monoclonal rabbit anti-cleaved caspase 3 (ref.9661,
1:1000; Cell Signaling Technology), and polyclonal rabbit anti-IGF-1R�
(3027; 1:1000; Cell Signaling Technology), was incubated overnight at �4°C
in the above blocking medium. Membranes were rinsed in 0.1% Tween 20 in
TBS for 3 � 10 min at room temperature and then incubated in horseradish
peroxidase-conjugated goat secondary antibody directed against mouse im-
munoglobulins (1:5000; Bio-Rad) and directed against rabbit immunoglob-
ulins (1:20,000; Jackson ImmunoResearch) in 0.1% Tween 20 in TBS for 1 h
at room temperature. Bound antibody complexes were developed using the
ECL system (GE Healthcare) and exposed to hyperfilm ECL-plus x-ray film
(GE Healthcare).

In some instances, membranes were stripped after immunoblotting
with phospho-AKT, phospho-ERK1/2, phospho-CREB, phospho-Elk-1,
and phospho-STAT3 by incubation in stripping buffer (100 mM

�-mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 mM Tris-HCl, pH 6.7) for 30 min at
�55°C with agitation and membranes were then blocked and reprobed
with polyclonal rabbit anti-AKT (1:1000; Cell Signaling Technology),
polyclonal rabbit anti-ERK1/2 (1:500; Cell Signaling Technology), poly-
clonal rabbit anti-CREB (1:1000; Millipore), monoclonal mouse anti-

Elk-1 (1:1000; Santa Cruz Biotechnology), polyclonal rabbit anti-STAT3
(1:500; Cell Signaling Technology) and monoclonal mouse anti-GAPDH
(1:2000, sc-32233, Santa Cruz Biotechnology). The optical density (OD)
of each specific band was quantified with ImageJ, subtracted to the back-
ground, and divided by the OD of corresponding GAPDH bands. The
values for respective controls were set as 1 and the values for the other
groups were normalized by the control and expressed as fold change. The
number of animals in each group (n) was obtained by performing inde-
pendent experiments using different membranes in which each group
was compared with the control.

ChIP. Ventral lumbar spinal cord samples were chopped into small
pieces with a scalpel and fixed for 15 min in 1% formaldehyde. Tissues
were washed 3 times in cold PBS containing protease inhibitors (2 mM

PMSF, 50 �g/ml leupeptin, 50 �g/ml pepstatin A, and 50 �g/ml apro-
tinin) and collected by centrifugation. Cells were pelleted by centrifuga-
tion and resuspended in 300 �l of 85 mM KCl, 0.5% NP-40, 5 mM

piperazine-N,N�-bis(2-ethanosulfonic acid; PIPES), pH 8.0, in the pres-
ence of protease inhibitors (2 mM PMSF, 50 �g/ml leupeptin, 50 �g/ml
pepstatin A, and 50 �g/ml aprotinin). After incubation on ice for 10 min,
cells were sonicated 6 times for 30 s using Bioruptor (Diagenode). Lysates
were cleared by centrifugation and DNA concentration was determined
by nanodrop spectrophotometer. ChIP-Adembeads (Ademtech) were
incubated for 15 min at room temperature with blocking buffer on a
rotating wheel. Beads were resuspended in 125 �l of ChIP dilution buffer
(0.01% SDS, 1% Triton X100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl, pH 8.1)
and, after 1 h of incubation, equal amounts of DNA diluted 10 times in
dilution buffer were added. DNA was incubated overnight at �4°C on a
rotating wheel with 1 �g of the following antibodies: polyclonal rabbit
anti-Ser 133 phospho-CREB (Millipore), monoclonal mouse anti-Ser 183

phospho-Elk-1 (Santa Cruz Biotechnology), polyclonal rabbit anti-
acetyl-histone H3 (Millipore), and polyclonal rabbit-acetyl-histone H4
Lys8 (Millipore). Beads were washed sequentially in 150 mM NaCl TSE
(0.1% SDS, 1% Triton X100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, with
500 mM NaCl TSE), buffer A (0.25 M LiCl, 1% NP-40, 1% deoxycholate,
1 mM EDTA, 10 mM Tris-Hcl, pH 8.1), and 2 times with Tris-EDTA, pH
8.1, and then selectively eluted with 200 �l of 1% SDS and 0.1 M

NaHCO3. Cross-links were reversed by heating at �65°C for 4 h after
adding NaCl at a 200 mM final concentration. After treatment with pro-
teinase K (50 �g/ml) for 1 h at �37°C, DNA was purified using Ge-
neclean Turbo Kit (Q-Biogene; MP Biomedicals). Real-time qRT-PCR
analysis of inputs or immunoprecipitated DNAs was performed.

qRT-PCR analysis. Ventral lumbar spinal cord samples were chopped
into small pieces with a scalpel and RNA was extracted using TRIzol
(Invitrogen). Each RNA preparation was treated with RQ1 RNase-Free
DNase (Promega). One microgram was reverse transcribed with random
primers (Promega) and reverse transcriptase M-MLV-RT (Invitrogen).

qRT-PCR was performed with standard protocols using SYBRGreen
ROX Mix (ABgene) as a fluorescent detection dye in an ABI Prism 7000
in a final volume of 10 �l, which also contained 300 nM of the following
primers (Operon): SMN2 exon 4 – exon 5 segment forward: 5�-TGTGT
TGTGGTTTACACTGG-3�; SMN2 exon 4 – exon 5 segment reverse: 5�-
TATTTCCAGGAGACCTGGAG-3�; SMN2 exon 7– exon 8 segment
forward: 5�-AAAAAGAAGGAAGGTGCTCAC-3�; SMN2 exon 7– exon
8 segment reverse: 5�-GCCTCACCACCGTGCTGG-3�; Igf-1r forward:
5�-GCATCTGATCATTGCTCTG-3�; Igf-1r reverse: 5�-GCCCAACCT
GCTGTTATTTC-3�; 18S forward: 5�-GTAACCCGTTGAACCCCATT-
3�; 18S reverse: 5�-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3�; SMN2 promoter
site 1 [�2667nu to �2401nu] forward: 5�-GAGAGAGTTCCAGGAGT
CAA-3�; SMN2 promoter site 1 [�2667nu to �2401nu] reverse: 5�-
GTCTCAAACTCGGTTGCTT-3�; SMN2 promoter site 2 [�160nu to
�503nu] forward: 5�-TCGTAGAAAGCGTGAGAAGT-3�; SMN2 pro-
moter site 2 [�160nu to �503nu] reverse: 5�-AAAACGCGGACCACA
ACTC-3�. The relative amounts of DNA in samples were determined on
the basis of the threshold cycle for each PCR product (Ct).

Statistical analysis. All values are displayed as mean 	 SEM within each
group (Systat version 8.0; SPSS). A Kolmogorov–Smirnov normal distri-
bution analysis was performed on all data, followed by either a Student’s
t test for normally distributed data or a nonparametric Kruskal–Wallis
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(Figure legend continued.) C, Weight curve of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control (left) and SMA

(right) mice until SMA death (n � 40).D, Grip time of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control (left)

and SMA (right) mice until SMA death (D; n � 20). E, Total number of squares crossings during
5 min in the open-field test for Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control (left) and SMA (right) mice

until SMA death (E; n � 20). F–I, Immunodetection of ChAT-positive motor neurons in the
lumbar spinal cord (L1–L5) of Igf-1r �/� (F) and Igf-1r �/� control mice (G) compared with
Igf-1r �/� (H) and Igf-1r �/� SMA mice (I) at 12 d of age (n � 10. Scale bar, 50�m. J, K,
Quantitative analysis of the number (J) and the cell body area (K) of motor neurons per ventral
horn in the ventral lumbar spinal cord of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared

with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 10). L,M, Western blot analysis
(L) and quantification (M) of cleaved caspase-3 protein expression in the ventral lumbar spinal
cord of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� controlmice comparedwith Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA

mice at 12 d of age (n � 4). Dotted lines on Western blot images symbolize some removed

interspacing lanes for a side-by-side display of samples fromall groups. Data are represented as

mean	 SEM and significance is reported versus Igf-1r �/� control mice (*p 
 0.05, **p 

0.01, ***p 
 0.001).
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test to verify significant differences between groups. Survival analysis was
performed using Kaplan–Meier analysis.

Results
The IGF-1R is overexpressed in the spinal cords
of SMA-like mice
We first analyzed the distribution of Igf-1r transcripts using in
situ hybridization in the spinal cords of SMA-like and control
mice at P12 (Fig. 1A, left). We found that Igf-1r mRNAs were
significantly overexpressed in the spinal cords of SMA-like mice
throughout the cord, including the motor column cells. We next
analyzed the Igf-1r expression level by qRT-PCR in the ventral
horn of the lumbar spinal cords of SMA-like mice and controls.
There was a 2.5-fold increase in Igf-1r expression in SMA spinal
cords compared with controls (Fig. 1B). Igf-1r mRNA overex-
pression in SMA mouse spinal cords was confirmed at the protein
level with a 1.6-fold increase (Fig. 1C,D).

We then recorded the evolution of IGF-1R expression levels in
a physiological neuroprotective paradigm for SMA-like mice
based on physical exercise (Grondard et al., 2005). Submitting
control and SMA-like mice to a daily running protocol led to a
significant reduction in IGF-1R overexpression in the spinal
cords of SMA-like mice (Fig. 1A, right, B–D). Because the reduc-
tion in IGF-1R expression could be the direct consequence of the
exercise-induced enhancement of the ligand expression, we
measured the circulating IGF-1 concentrations through
ELISA quantifications (Fig. 1F ). We found that, in striking
contrast to controls, the level of circulating IGF-1 remained
significantly lower in SMA compared with control mice, with
no detectable change in trained compared with untrained
SMA-like mice.

Most interestingly, SMN protein expression levels were in-
versely proportional to IGF-1R expression levels in the spinal
cords of sedentary and trained SMA-like mice (Fig. 1C–E).

Strategy for genetically reducing IGF-1R expression
in SMA-like mice
To determine whether the IGF-1R expression level might be in-
volved in SMA pathogenesis, we created a new SMA-like mouse

model in which one allele of the Igf-1r gene was inactivated
(Smn� 7/ � 7 SMN2 Igf-1r�/ �; Fig. 1G). In this new mouse strain,
IGF-1R expression was reduced by 4-fold in the SMA spinal cord,
reaching a level comparable to Igf-1r�/ � controls, as evidenced
by qRT-PCR and Western blot (Fig. 1H–J). We next investigated
whether altering IGF-1R expression would change circulating
IGF-1 concentrations through ELISA quantifications (Fig. 1K).
We found that, in striking contrast to controls, the level of circu-
lating IGF-1 remained significantly lower in SMA regardless of
the IGF-1R expression level.

Genetically reducing IGF-1R expression strikingly prolongs
survival and improves the motor behavior of SMA mice
The impact of IGF-1R reduction on the life span of SMA mice was
then investigated. As expected in this new strain, SMA mice lived
no longer than 15 d (Fig. 2A,B), as reported for the original severe
SMA-like mouse strains (Hsieh-Li et al., 2000). Reducing IGF-1R
expression significantly increased survival of SMA mice (Fig.
2A,B). The mean survival increased from 10.9 	 2.2 d for SMA
mice to 21.5 	 5.3 d for the Igf-1r�/ � SMA, which represented a
2-fold increase in lifespan. Furthermore, the IGF-1R reduction,
in striking contrast to controls (data not shown), led to a signif-
icant and progressive increase in the body weight of Igf-1r�/ �

SMA mice until death (Fig. 2C). All these effects were similar
regardless of sex.

We then questioned whether the reduction in IGF-1R expres-
sion would improve the motor behavior of the SMA mice. We
tested all groups of mice on both the grip strength and the open
field tests. We found that, in contrast to SMA mice, which were
unable to grip the metal rod efficiently, the grip time of Igf-1r�/ �

SMA progressively increased up to 17 	 3 s at P19 and then
stabilized until death (Fig. 2D). Again, whereas SMA mice dis-
played a strongly reduced exploratory activity compared with
age-matched controls, the Igf-1r�/ � SMA mice displayed a pro-
gressive increase in exploratory behavior until P20, decreasing
thereafter until death (Fig. 2E).

Reducing IGF-1R expression protects motor neurons in
SMA mice
We next compared the number of ChAT-positive motor neurons
in the ventral spinal cords of SMA, Igf-1r�/ � SMA, control and
Igf-1r�/ � control mice at P12 (Fig. 2F–J). As observed in the
original SMA mouse strain (Hsieh-Li et al., 2000), we found a
34% loss of motor neurons in spinal cords of SMA mice com-
pared with controls (Fig. 2J). In contrast, Igf-1r�/ � SMA mice
only showed a 10% reduction in the number of motor neurons,
suggesting that reducing IGF-1R expression significantly reduced
the extent of motor neuron death in SMA mice. Furthermore, the
evaluation of motor neuron cell body area provided evidence of a
persistent atrophy of the motor neurons in the ventral horn of the
spinal cords in SMA mice compared with control mice at P12
(Fig. 2K). In contrast, the extent of atrophy was significantly
reduced in Igf-1r�/ � SMA mice. No difference could be observed
in the number and size of motor neurons in control and Igf-
1r�/ � control mice at the same age (Fig. 2 J,K).

To determine whether the reduction of IGF-1R level inter-
fered with the apoptotic process in the spinal cords of SMA mice,
we evaluated the activation of the caspase-3 in the ventral spinal
cords of SMA and Igf-1r�/ � SMA mice. As shown in Fig. 2, L and
M, the IGF-1R reduction reduced the extent of the apoptotic
process in SMA mouse spinal cords.
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Figure 3. Genetic reduction of IGF-1R expression promotes SMN expression in mouse SMA

spinal cords.A,B, Western blot analysis (A) and quantification (B) of SMN protein expression in
the ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with

Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 4). C–E,Western blot analysis (C) and
quantification of IGF-1R� (D) and SMN (E) protein expression in MN-1 cell culture transfected
with either a nonrelevant siRNA (siRNAControl) or an siRNAagainst Igf-1r (siRNA Igf-1r;n � 3).

F, Immunodetection of SMN protein (SMN, green) in the nucleus (DAPI, blue) of ChAT-positive
motor neurons (red) in the lumbar spinal cord (L1–L5) of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control

mice (left) compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice (right) at 12 d of age (n � 4).

Scale bar, 25�m.G, Number of Gemsper nucleus of ChAT-positivemotor neurons in the ventral
lumbar spinal cord of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and

Igf-1r �/� SMAmice at 12dof age (100motor neuronspermouse;n �4).H–J, Quantification
by real-time 1RT-PCR of the E7–E8 segment containing SMN transcripts normalized either by
the E4–E5 segment containing SMN transcripts (H) or by 18S transcripts (I) and of total E4–E5
segment SMN transcripts normalized by 18S transcripts (J) in the ventral lumbar spinal cord of
Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice

at 12 d of age (n � 10). K–M, Western blot analysis (K) and quantification of IGF-1R� (L) and
SMN (M) protein expression in primary culture of myotubes from human SMA patient trans-
fected with either a nonrelevant siRNA (siRNA Control) or an siRNA against IGF-1R (siRNA IGF-
1R;n�3).Dotted linesonWesternblot images symbolize some removed interspacing lanes for

a side-by-side display of samples from all groups. Data are represented as mean	 SEM and

significance is reported versus Igf-1r �/� control mice or siRNA control MN-1 or siRNA control

myotube-transfected cells, respectively (*p 
 0.05, **p 
 0.01, ***p 
 0.001).
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Figure 4. Genetic reduction of IGF-1R expression restores intracellular pathway activation profile and promotes phospho-CREB-binding on SMN2 promoter in the spinal cords of SMAmice. A,B,
Western blot analysis (A) and quantification (B) of ERK protein phosphorylation in the ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared (Figure legend continues.)
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Reducing IGF-1R expression enhances SMN protein
expression in the spinal cords of SMA mice and in human
myotubes
We next analyzed the impact of IGF-1R reduction on the SMN
expression profile in the spinal cords of all four groups at P12.
The increase in SMN protein level induced by IGF-1R reduction
was clearly evidenced by the Western immunoblot analysis per-
formed at the lumbar spinal cord level (Fig. 3A,B). A 2-fold
increase in SMN expression level was observed in Igf-1r�/ � SMA
mice compared with SMA mice, but it remained 50% lower than
controls. Unexpectedly, IGF-1R reduction was unable to enhance
SMN expression in controls, as shown in the spinal cords of Igf-
1r�/ � control mice compared with Igf-1r�/� control mice, but
also in MN1 culture, which arbors only the two alleles of the
murine Smn gene and for which Igf-1r depletion by a specific
siRNA resulted in a slight decrease in SMN (Fig. 3C–E).

To investigate whether the IGF-1R reduction-induced in-
crease in SMN expression in SMA spinal cords occurred in motor
neurons, we compared the number of Gemini of coiled-bodies
(Gems) per nucleus in ChAT-positive neuron within the ventral
spinal cords of SMA, Igf-1r�/ � SMA, control and Igf-1r�/ � con-
trol mice at P12 (Fig. 3F,G). Consistent with the values we found
in the original SMA mouse strain (Hsieh-Li et al., 2000; Grondard
et al., 2005), from 0 to 1 Gems per nucleus (0.6 	 0.1 on the
average) could be counted in SMA, contrasting with up to 2.0 	
0.1 in control. Therefore, reducing IGF-1R expression increased
the number of Gems per nucleus by almost 1, reaching 1.4 	 0.1
in Igf-1r�/ � SMA motor neurons (Fig. 3G).

To determine whether the increased SMN protein level re-
sulted from an increase in SMN transcript steady-state levels
and/or from a modulation of the exon-7 inclusion in SMN tran-
scripts, we quantified the fraction of exon-7-containing mRNA
inside the population of SMN transcripts using qRT-PCR
aimed at amplifying either the exon 4 – exon 5 segment (E4 –
E5) or the E7–E8 segment in the ventral spinal cords of SMA,
Igf-1r �/ � SMA, controls and Igf-1r �/ � control mice at P12
(Fig. 3H–J ). We found that the reduction of IGF-1R did in-
crease both the steady-state level of SMN transcripts (Fig. 3J )
and also the relative level of exon-7-containing SMN tran-
scripts (Fig. 3 H, I ).

Finally, in agreement with our findings in mice, the siRNA-
induced depletion of IGF-1R transcripts in a myotube culture of
paravertebral muscles from type 2 SMA patient resulted in a sig-
nificant SMN expression increase (Fig. 3K–M).

Genetically reducing IGF-1R expression shifts the
equilibrium among ERK, JAK, and AKT signaling pathways
in SMA spinal cords
To investigate whether the modulation of IGF-1R expression
level affected the activation profile of the intracellular pathways
downstream of the receptor, we analyzed the phosphorylation
status of ERK, STAT3, and AKT in the spinal cords in all four
groups at P12 (Fig. 4A–F). We found that, in the spinal cords of
SMA mice, ERK (Fig. 4A,B) and STAT3 (Fig. 4E,F) phosphory-
lation status were consistently higher and those of AKT (Fig.
4C,D) were consistently lower compared with controls. Reducing
IGF-1R expression in the spinal cords of SMA mice resulted in a
�2-fold increase in AKT phosphorylation (Fig. 4C,D), a 25%
decrease of ERK phosphorylation (Fig. 4A,B), and a 2-fold de-
crease of STAT3 phosphorylation (Fig. 4E,F). Accordingly, the
p-AKT/total AKT ratio increased and the p-ERK/total ERK,
pSTAT-3/total STAT3 ratios decreased in the spinal cords of Igf-
1r�/ � SMA mice, reflecting an increase in the activity level of
AKT and conversely a decrease in the activity level of ERK and
JAK pathways. Unexpectedly, IGF-1R reduction had no effect on
the activation profile of ERK and AKT pathways in control spinal
cords, contrasting with the previous data in mouse Igf-1r�/ �

fibroblasts (Holzenberger et al., 2003).
We next investigated whether this shift from ERK to AKT,

induced by IGF-1R reduction, could influence SMN expression.
Indeed, phospho-ERK and phospho-AKT activate by phosphor-
ylation the transcription factors Elk-1 and CREB, respectively,
resulting in their binding to their specific sites on SMN2 gene
promoter and thus altering SMN expression in SMA spinal cords
(Branchu et al., 2013). In the SMA background, activated Elk-1
was thought to exert a repressive role on SMN2 gene transcrip-
tion, contrasting with the activating role of CREB (Branchu et al.,
2013). As expected, we found that the activation level of Elk-1 and
CREB paralleled those of their respective activating kinases in the
spinal cords of all four groups (Fig. 4G–J). Furthermore, the level
of Elk-1 binding on the SMN2 promoter, which was originally
found to be higher in SMA compared with controls, was signifi-
cantly lowered by IGF-1R reduction, as evidenced by ChIP anal-
ysis (Fig. 4K,L). In contrast, the level of CREB binding on the
SMN2 promoter, originally found to be lower in SMA compared
with controls, was significantly increased by IGF-1R reduction
(Fig. 4M,N). Expectedly, the CREB binding on the SMN2 pro-
moter was correlated with a significant increase in histone H3 and
H4 acetylation (Fig. 4O–R), suggesting a chromatin remodeling
at the SMN2 promoter level.

Reducing IGF-1R expression improves the NMJ phenotype in
SMA mice
Because alteration of the NMJ development is at present consid-
ered to be a hallmark of SMA pathogenesis in patients (Kariya et
al., 2008) and in mouse models (Biondi et al., 2008; Kariya et al.,
2008; Kong et al., 2009), we analyzed shape and surface of the
NMJs, as described previously (Sanes and Lichtman, 1999;
Biondi et al., 2008). The developmental changes in the synapse
shape from an immature, uniform plaque of AChRs (Fig. 5A) to
a perforated large plaque of AChRs (Fig. 5B) that eventually
adopts a pretzel-like form (Fig. 5C) were determined for inner-
vated NMJs using �-bungarotoxin staining of the two extensor

4

(Figure legend continued.) with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 5). C,
D,Westernblot analysis (C) andquantification (D) of AKTprotein phosphorylation in the ventral
lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and

Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 5). E, F, Western blot analysis (E) and quantification
(F) of STAT3 protein phosphorylation in the ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and

Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age

(n � 5).G,H,Western blot analysis (G) and quantification (H) of Elk-1 protein phosphorylation
in the ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with

Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 5). I, J, Western blot analysis (I) and
quantification (J) of CREB protein phosphorylation in the ventral lumbar spinal cords of Igf-
1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at

12 d of age (n � 5).K–N, ChIP analysis of phospho-Elk-1 (K, L) and phospho-CREB (M,N) in the
ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-
1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age. Real-time qRT-PCR was performed to

detect the SMN2 promoter site 1 (K, M) and site 2 (L, N; n � 12). O–R, ChIP analysis of
Histone H3 (O, P) and H4 (Q, R) acetylation in the ventral lumbar spinal cords of Igf-1r �/�

and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d

of age. Real-time qRT-PCR was performed to detect SMN2 promoter site 1 (O, Q) and site
2 (P, R; n � 12). Dotted lines onWestern blot images symbolize some removed interspac-

ing lanes for a side-by-side display of samples from all groups. Data are represented as

mean 	 SEM and significance is reported versus Igf-1r �/� control mice (*p 
 0.05,

**p 
 0.01, ***p 
 0.001).
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Figure 5. Genetic reduction of IGF-1R expression accelerates NMJ maturation in SMA mice. A–G, Motor end-plate labeling with �-bungarotoxin (left) and anti-neufilament plus anti-
synaptophysin antibodies (right), representing “Uniform-plaque” (A), “Perforated-plaque” (B), and “Pretzel-like plaque” (C), in the soleus of Igf-1r �/� (Figure legend continues.)
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muscles, the slow-twitch soleus (Fig. 5D–G) and fast-twitch plan-
taris and the flexor fast-twitch tibialis in all four groups of mice at
P12. We found that up to 63% of the NMJs were elliptical, made
of uniform plaques of AChRs, in the two extensors muscles of
SMA mice at P12 (Fig. 5H, J). As expected for a flexor muscle at
this age (Biondi et al., 2008), NMJs in the tibialis were more
advanced in terms of maturation, with only 34% of immature
NMJs in SMA mice (Fig. 5L). In contrast, only 32% and 11% of
immature NMJs were found in extensor and flexor muscles of
controls, respectively, with a number of pretzel-like form NMJs
between 2% and 5% for the extensors and 10% for the flexor, as
found previously in the former SMA-like mice (Biondi et al.,
2008; Fig. 5H, J,L). IGF-1R reduction improved NMJ morphol-
ogy in the three muscles in SMA mice, as demonstrated by the
increase in NMJ perforation (Fig. 5H, J,L) and enlargement (Fig.
5 I,K,M) of the NMJs on the muscle fibers. These effects of
IGF-1R reduction on NMJ maturation were only evidenced in
SMA mice.

Reducing IGF-1R expression improves the muscle phenotype
in SMA mice
Finally, we examined in all four groups of mice at P12 whether the
IGF-1R reduction could alleviate SMA-induced muscular im-
pairments, including muscle aplasia, atrophy, and typology alter-
ation. As evidenced by the phenotypic analysis of H&E-stained
soleus, plantaris, and tibialis (Fig. 6A–D), reducing IGF-1R ex-
pression in SMA mice was sufficient to counteract muscle aplasia
(Fig. 6E) and to reduce muscle atrophy significantly by 50% in
soleus and plantaris and by 100% in tibialis (Fig. 6F). We then
looked at the muscle maturation rate through the analysis of the
different MyHC distribution, including the embryonic; neonatal;
and adult I, II IIa, and IIx/IIb isoforms (Fig. 6G–L). In SMA mice,
consistent with our previous results in the original SMA mouse
strain (Biondi et al., 2008), we found an increase in embryonic
(20%, 13%, and 10% for soleus, plantaris, and tibialis, respec-
tively) and type I (5% and 13% for soleus and plantaris, re-
spectively) MyHC-expressing myofibers compared with control
mice. These alterations were associated with a decrease in myofibers
expressing the neonatal (15%, 20%, and 12% for soleus, plantaris,
and tibialis, respectively) and type II (5% and 15% for soleus and
plantaris, respectively) isoforms, suggesting, as expected, an overall
muscle maturation delay (Fig. 6I,J). Reducing IGF-1R expression in
SMA mice resulted in a rebalancing of the percentage of embryonic
versus neonatal MyHC-expressing myofibers (Fig. 6K) and of type I
versus type II, as well as among the different type II-MyHC-
expressing myofibers (Fig. 6L). These data suggested that IGF-1R
reduction in SMA muscles is sufficient to override the major char-
acteristic muscular impairments of the disease.

Because a decrease of AKT activation has been reported in
atrophic muscles of severe ALS patients (Yin et al., 2012), we

analyzed the phosphorylation status of ERK and AKT in the tib-
ialis of SMA, Igf-1r�/ � SMA, control and Igf-1r�/ � control mice
at P12 (Fig. 7A–D). As in the spinal cord, reducing IGF-1R ex-
pression shifted the balance of ERK and AKT activation patterns,
leading to a shift in the activation level of the transcription factors
Elk-1 and CREB (Fig. 7E–H) and finally to a significant SMN
expression increase in SMA muscles at the protein level (Fig.
7 I, J). Interestingly, as found in the spinal cord, the IGF-1R re-
duction led to an increase of both the SMN transcript steady-state
level and the proportion of exon-7-containing transcripts (Fig.
7K–M).

Discussion
This study provides the first lines of evidence that, regardless of
the circulating IGF-1 level, which remained dramatically low in
SMA compared with controls, the reduction of IGF-1R expres-
sion, be it at the physiological (through physical exercise) or
genetic level, significantly protects motor neurons from SMA-
induced cell death. Unexpectedly, reducing the first steps of
IGF-1 axis activation, instead of resulting in an unselective de-
pression of the three intracellular pathways known to lie down-
stream the receptor, exerted a specific effect on each pathway,
leading to an alteration of the overall activation balance. These
results suggest a crucial role of the surface receptor expression
levels in the selective activation or depression of a given down-
stream intracellular pathway. In the specific case of SMA, IGF-1R
reduction led to AKT/CREB pathway activation, which was associ-
ated with ERK and JAK inhibition in the spinal cord and skeletal
muscle, both events contributing to the significant increase of SMN
expression. This was most notable in in motor neurons, as revealed
by Gem counts, neuroprotection, and subsequent benefits for SMA-
like mice in terms of lifespan and motor behavior (Fig. 8).

On the basis of accumulating in vitro evidence, it is well known
that all types of cells in the CNS are targeted by IGF-1, including
motor neurons (Kaspar et al., 2003; Rabinovsky et al., 2003; Do-
browolny et al., 2005; Ozdinler and Macklis, 2006). Whereas, for
many years, canonical signaling through the IGF-1 receptors was
considered to include the PI3K/AKT, Ras/ERK, and, more re-
cently, the JAK/STAT pathways (Himpe and Kooijman, 2009),
the signaling network elicited by IGF-1 is likely to be differentially
activated depending on the cell context, making it difficult to
predict the pathway that will ultimately be triggered and thus
which biological effect will result. The present data suggest that
there are some cell-specific events in which intracellular signaling
routes triggered downstream of IGF-1R might depend on the
expression levels of the receptor at the cell surface. Reducing
IGF-1R expression results in the shift from both ERK and JAK to
the AKT pathway and in a parallel alteration of their signaling
cascade, leading to Elk-1, STAT, and CREB phosphorylation, re-
spectively. This IGF-1R reduction-induced shift in intracellular
pathways occurred only in SMA tissues and not in controls, re-
gardless of tissue origin (e.g., human or murine, spinal cord or
muscle). The reasons underlying this discrepancy remain un-
known. However, in all of the conditions explored here, an
IGF-1R reduction effect on the intracellular pathway activation
profile was only found when these pathways were constitutively
imbalanced (i.e., ERK overactivation and AKT underactivation).
This imbalance could be essential for an IGF-1R reduction effect
in restoring the selective pathway activation, ultimately resulting
in SMN expression increase. In addition, and most unexpectedly,
the IGF-1R reduction in control spinal cords and muscles did not
result in half of the activation rate of ERK and AKT, as was re-
ported previously in fibroblasts (Holzenberger et al., 2003), sug-

4

(Figure legend continued.) control mice (D), Igf-1r �/� control mice (E), Igf-1r �/� SMAmice

(F), and Igf-1r �/� SMAmice (G) at 12 d of age. Scale bars, 10�m for highmagnifications, 25
�mfor lowmagnifications, and 5�mfor crops.H, I, Determination of the NMJmaturation (H)
and area (I) in the soleus muscle from Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with

Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age (n � 5). J, K, Determination of the NMJ
maturation (J) and area (K) in the plantaris muscle from Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control

mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 5). L,M, Deter-
mination of the NMJ maturation (L) and area (M) in the tibialis muscle from Igf-1r �/� and

Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age

(n � 5). Data are represented as mean	 SEM and significance is reported versus Igf-1r �/�

control mice (*p 
 0.05, **p 
 0.01, ***p 
 0.001).
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gesting a cell-specific adaptation to the modulation of IGF-1R
expression.

Whatever the molecular mechanism of the signal transduc-
tion switch, IGF-1R reduction results in the activation of the

AKT/CREB pathway and the inhibition of the ERK/Elk-1 path-
way in SMA tissues. In all likelihood, the resulting CREB activa-
tion led to its increased binding to the SMN2 promoter and,
conversely, the Elk-1 inhibition to its binding decrease. This shift

Figure 6. Genetic reduction of IGF-1R expression limits muscle impairments and accelerates muscle maturation in SMA mice. A–D. H&E staining on the tibialis of Igf-1r �/� control mice (A),
Igf-1r �/� control mice (B), Igf-1r �/� SMAmice (C), and Igf-1r �/� SMAmice (D) at 12 d of age. Scale bar, 25�m. E, F, Total number (E) and cross-sectional area (F) of myofibers in the soleus,
plantaris, and tibialis muscles from control mice comparedwith Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 4).G–J, Immunodetection of embryonic MyHC in the soleus of Igf-1r �/�

controlmice (G), Igf-1r �/� controlmice (H), Igf-1r �/� SMAmice (I), and Igf-1r �/� SMAmice (J) at 12 d of age. Scale bar, 50�m.K, L. Analysis of developmental (i.e., embryonic and neonatal;
K) and adults (i.e., I, II, IIa and IIx/IIb; L)MyHC isoforms typology of the soleus, plantaris, and tibialis of controlmice comparedwith Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at 12 d of age (n � 4). Data

are represented as mean	 SEM and significance is reported versus Igf-1r �/� control mice (*p 
 0.05, **p 
 0.01, ***p 
 0.001).
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Figure 7. Genetic reduction of IGF-1R expression restores the intracellular pathway activationprofile in the skeletalmuscle tibialis in SMAmice.A,B,Western blot analysis (A) andquantification (B) of ERK
protein phosphorylation in the tibialis muscle of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� control mice compared with Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA mice at 12 d of age (n � 4). C, D, Western blot analysis (C) and
quantification (D)ofAKTproteinphosphorylation in the tibialismuscleof Igf-1r �/�and Igf-1r �/� controlmicecomparedwith Igf-1r �/�and Igf-1r �/�SMAmiceat12dofage (n�4).E,F,Westernblot
analysis (E) andquantification (F) of Elk-1proteinphosphorylation in the tibialismuscle of Igf-1r �/�and Igf-1r �/� controlmice comparedwith Igf-1r �/�and Igf-1r �/� SMAmiceat 12dof age (n�4).

G,H,Western blot analysis (G) andquantification (H) of CREBprotein phosphorylation in the tibialismuscle of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� controlmice comparedwith Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMAmice at

12dofage(n�4). I,J,Westernblotanalysis (I)andquantification(J)ofSMNproteinexpression inthetibialismuscleof Igf-1r �/�and Igf-1r �/�controlmicecomparedwith Igf-1r �/�and Igf-1r �/�SMA

mice at 12 d of age (n � 4).K–M, Quantification by real-timeqRT-PCR of the E7–E8 segment containing SMN2 transcripts normalized either by the E4–E5 segment containing SMN2 transcripts (K) or by 18S
transcripts (L) andof total E4–E5 segment SMN2 transcripts normalizedby18S transcripts (M) in the tibialismuscle of Igf-1r �/� and Igf-1r �/� controlmice comparedwith Igf-1r �/� and Igf-1r �/� SMA

mice at 12 d of age (n � 8). Dotted lines onWestern blot images symbolize some removed interspacing lanes for a side-by-side display of samples fromall groups. Data are represented asmean	 SEMand

significance is reported versus Igf-1r �/� controlmice (*p 
 0.05, **p 
 0.01, ***p 
 0.001).
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in transcription factor binding was followed by increased acety-
lation of H3 and H4 histones on sites that are involved in the
control of SMN2 transcription (Majumder et al., 2004; Branchu
et al., 2013), ultimately resulting in a significant increase in SMN
expression. All of these molecular events resulting from the
IGF-1R reduction occurred only in SMA and not in controls, in
which the intracellular signaling pathways are not altered after
IGF-1R expression decrease. Therefore, in SMA only, the IGF-1R
reduction correlated with both an increase in SMN steady-state
level, strongly suggesting an SMN2 transcriptional activation,
and an increase in exon-7 inclusion in SMN2 transcripts, suggest-
ing a modulation of the splicing process. This dual effect on
SMN2 gene expression, both transcriptional and posttranscrip-
tional, is unexpected in this mouse model at this age when one
considers the effects of NMDA receptor activation in (Smn� 7/ �

SMN2) mice at P12. In that case, the NMDA-induced activation
of the AKT/CREB pathway specifically enhanced exon-7 inclu-
sion in SMN transcripts without any observable effect on SMN
steady-state levels (Biondi et al., 2010). A probable effect on the
SMN2 gene transcription upon CREB phosphorylation induced
either by NMDA receptor activation (Biondi et al., 2010) or ERK
inhibition (Branchu et al., 2013) was only found during the first
week (P6) in another severe mouse model of SMA. Clearly, iden-
tifying the mechanisms underlying IGF-1R reduction effects on
the control of SMN2 expression may provide new tools aimed at
modulating SMN2 gene expression trough transcriptional and
posttranscriptional mechanisms.

Furthermore, whereas the ERK/Elk-1, JAK/STAT, and AKT/
CREB pathways have all been correlated to neuroprotection, it is
today widely admitted that IGF-1-mediated neuroprotection oc-
curs through activation of the AKT/CREB pathway (D’Mello et
al., 1997; Párrizas et al., 1997; Yadav et al., 2005). Furthermore, in
the specific case of cerebellar granule neurons, IGF-1-induced
neuroprotection results from both the activation of AKT and the
inhibition of MEK-ERK1/2 through the AKT pathway (Subra-
maniam et al., 2005). Similarly, the neuroprotection induced by
IGF-1R reduction in SMA spinal cords, as evidenced by the rela-
tive persistence of the motor neuron population and the reduced
activation of caspase-3, might result from both an increased SMN

protein expression and the presence of the two powerful anti-
apoptotic molecules, AKT and CREB, at the activated state. Al-
though no role has been reported to date for the JAK/STAT
pathway in SMA pathogenesis, the fact that it parallels the activa-
tion profile of ERK, in contrast to AKT, suggests a detrimental
role of this pathway in SMA.

The present results help to predict the consequences of the
dramatic overexpression of IGF-1R in muscles of severe type 1
SMA patients compared with the IGF-1R down-expression in less
severe type 3 SMA patients (Millino et al., 2009) in terms of
intracellular signalization, SMN expression, cell survival, and
muscle maintenance. Furthermore, it could be speculated con-
sidering the present results that the constitutive underactivation
of AKT recently found in the muscles of ALS patients (Yin et al.,
2012) might result from muscular IGF-1R overexpression (Lu-
netta et al., 2012). The fact that the expression of IGF-1R was
found to be dramatically increased in these two genetic motor
neuron diseases is puzzling and suggests that an alteration of the
IGF-1/IGF-1R equilibrium might be directly involved in motor
unit destabilization, ultimately resulting in specific motor neu-
ron death. Over the past 20 years, compelling lines of evidence
have accumulated throughout the literature designating IGF-1 as
one of the most powerful anti-apoptotic agents for neurons. Sev-
eral groups subsequently attempted to test the potential effects of
IGF-1 in alleviating the symptoms in a variety of neurodegenera-
tive diseases including ALS (Sakowski et al., 2009) and SMA
(Bosch-Marcé et al., 2011; Murdocca et al., 2012; Tsai et al.,
2012). When tested in different mouse models of SMA, treat-
ments with IGF-1 (Bosch-Marcé et al., 2011; Tsai et al., 2012) or
the IGF-1/IGF-BP3 complex (Murdocca et al., 2012) gave rise to
disappointing results in terms of SMA mouse survival. Moreover,
clinical trials using IGF-1 treatment failed to reduce ALS symp-
toms in humans (Sorenson et al., 2008; Howe et al., 2009). This
paradoxical lack of IGF-1 effects might be due to an aberrant
expression of IGF-1R in diseased tissues. More precisely, its over-
expression might result in the activation of other, as yet unsus-
pected pathways that would restrict the beneficial effects of
IGF-1. This newly emerging concept involving the modulation of
the IGF-1R expression seems to be key for the selection of intra-

Figure 8. Themodulation of IGF-1R expression levels is sufficient to restore the AKT/CREB and ERK/Elk-1 intracellular signaling pathway activation profile, resulting in SMN expression increase

in SMA mice. A–C, Proposed mechanisms involved in the increase of SMN expression induced by the genetic reduction of IGF-1R expression in severe SMA-like mice. Modulation of the activation
profile of ERK/Elk-1 and AKT/CREB signaling pathways in control (A) compared with Igf-1r �/� (B) and Igf-1r �/� SMA (C) mice at 12 d of age. Large characters indicate activated molecules.
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cellular pathways and should be taken into account when design-
ing IGF-1-based treatments for neurodegenerative diseases.
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Modulations du métabolisme et de l’autophagie induites par l’exercice physique dans un 

modèle souris de sclérose latérale amyotrophique (SLA) 

De plus en plus d’études suggèrent un rôle important du métabolisme énergétique dans la 

pathogenèse de la sclérose latérale amyotrophique (SLA). Ainsi, une intolérance au glucose, une 

résistance à l’insuline et un hypermétabolisme lipidique sont très souvent retrouvés chez les patients 

et dans les modèles animaux de SLA. Cependant, les bases cellulaires et moléculaires qui sous-

tendent ces altérations restent largement méconnues. Une récente étude menée dans un modèle 

souris de SLA, indique qu’un dysfonctionnement de la pyruvate déshydrogénase (PDH) induirait, 

dans les muscles rapides, un déséquilibre des voies cataboliques vers une utilisation privilégiée des 

lipides, et non plus du glucose. Dans ce contexte, nous avons voulu évaluer dans quelles mesures un 

programme ciblé d’exercice physique pourrait réorienter  les voies métaboliques vers une utilisation 

privilégiée du glucose dans les souris SOD1(G93A), modèle de SLA. Nous avons comparé les 

effets de deux types d’entraînement, l’un basé sur un exercice de course de faible intensité, 

assimilable à un exercice d’endurance, l’autre basé sur un exercice de nage à forte intensité, 

assimilable à un exercice de force/résistance. Contrairement à la course, l’exercice de nage réduit 

significativement l’intolérance au glucose, augmente le taux sanguin de lactate et le stockage 

lipidique dans les adipocytes. Dans le muscle rapide tibialis, touché très précocement par la 

maladie, nous mettons en évidence une altération de l’expression de GLUT4, transporteur 

musculaire majeur du glucose, et de la glyceraldehyde-3 phopshate deshydrogenase (GAPDH), une 

enzyme clé de la glycolyse. Ces altérations moléculaires sont retrouvées dans des biopsies 

musculaires de patients SLA. L’entraînement à la nage des souris SLA stimule l’expression de 

GLUT4 et de GAPDH, grâce à la réactivation de processus d’autophagie, et réactive les enzymes du 

métabolisme aérobie, telles que la citrate synthase, enzyme du cycle de Krebs, et la cytochrome 

oxydase, appartenant à la chaîne respiratoire mitochondriale. Quoique moins efficace, 

l’entraînement à la course induit des effets similaires à la nage. De manière intéressante, l’ensemble 

de ces adaptations s’effectuent indépendamment d’une modulation de PDH. Enfin, dans le tibialis 

des souris SLA, l’entraînement à la nage stimule l’expression des transporteurs des lipides, VLDLR 

et CD36, ainsi que l’expression d’enzymes lipogéniques telles que FAS et DGAT1, cette dernière 

étant connue dans les muscles, pour coupler la synthèse des lipides et la lipolyse. Ces adaptations 

sont corrélées à une augmentation significative de la quantité de triglycérides musculaires.  

L’ensemble de ces données indique qu’un exercice bien calibré peut améliorer le métabolisme 

énergétique dans un contexte de SLA, et ouvre la voie à une utilisation de l’exercice physique en 

complément d’une potentielle modulation pharmacologique de la PDH chez les patients. 


