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AVANT-PROPOS 

 

Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit sont le fruit d’un travail principal réalisé à l’Institut 

du Cerveau et de la Moelle épinière (ICM, Paris), au sein du groupe du Dr Delphine Bohl dans 

l’équipe du Dr Séverine Boillée et de deux études collaboratives avec d’une part l’équipe de Dr 

Ludo Van Den Bosch (VIB, Louvain) et d’autre par l’équipe du Dr Monique Lafon (Institut Pasteur, 

Paris).  

Localisé au sein de l’hôpital de la Pitié-Salpêtrière où la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) a 

été décrite pour la première fois par Jean-Martin Charcot en 1865, l’ICM est un institut de recherche 

qui regroupe 25 équipes travaillant sur les maladies du système nerveux central. 

L’équipe du Dr Séverine Boillée a été créée en janvier 2014 et est intitulée « Sclérose Latérale 

Amyotrophique : causes et mécanismes de la dégénérescence des neurones moteurs ». Cette 

équipe est constituée de 4 chercheurs statutaires qui développent des projets de recherche 

fondamentale pour mieux comprendre cette maladie hétérogène, dévastatrice et sans traitement 

curatif qu’est la SLA : génétique de la SLA, études et développement de modèles animaux et 

cellulaires de la SLA, études sur prélèvements de patients. L’équipe inclue également le clinicien 

Dr François Salachas, le responsable du plus grand centre référence SLA en France (situé dans 

les locaux de l’hôpital de la Pitié-Salpêtrière) ainsi que le Dr Danielle Seilhan qui est 

anatomopathologiste. C’est à l’aide de ce centre de référence SLA que le Dr Bohl a pu mettre en 

place un protocole clinique pour avoir accès à des biopsies cutanées de patients présentant 

différentes formes de SLA, afin de développer des modèles basés sur les cellules souches 

pluripotentes induites humaines (iPSC). En parallèle, c’est grâce au Dr Seilhan que nous avons eu 

accès à des tissus post-mortem de patients, afin de comparer nos observations faites sur les iPSC 

humaines avec des tissus de patients. 

Ainsi mon projet de thèse a porté sur la mise en place, dans le groupe, d’un protocole décrit dans 

la littérature pour générer des cultures pures de motoneurones (MNs) à partir de clones d’iPSC de 

différents patients atteints de SLA ainsi que de sujets contrôles. Ces clones d’iPSC avaient été 

générés au préalable par d’autres personnes du groupe ou bien au sein de la plateforme CELIS-

iPSC, plateforme dédiée à la génération d’iPSC et de leurs clones isogéniques, sous la direction 

du Dr Bohl. Une fois le protocole mis en place, les objectifs du projet ont été d’une part de 

rechercher des défauts phénotypiques dans les MNs des patients (agrégats protéiques, mort 

cellulaire), de réaliser des analyses en électrophysiologie, et enfin de tester une nouvelle molécule 

neuroprotectrice développée par l’équipe du Dr Lafon. De façon plus globale, il était également 

prévu de réaliser une étude par séquençage des ARNs des MNs de patients. 

Lors de ces travaux, je me suis rendu compte que la description synthétique de la SLA ne 

représentait pas l’hétérogénéité de la pathologie et que les iPSC s’imposaient comme un atout 

dans la modélisation de ce syndrome. Pour ces raisons, j’ai choisi de présenter la pathologie en 

suivant cette notion d’hétérogénéité, notamment dans le premier chapitre où peuvent s’apprécier 
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la diversité génétique, clinique et neuropathologique de la SLA. L’accent est mis sur les analyses 

d’excitabilité des patients SLA et la description des tissus post-mortem auxquels seront comparés 

les MNs dérivés d’iPSC afin de valider le modèle dans la partie « résultats ». 

Est ensuite décrite la diversité des mécanismes découverts dans des modèles animaux et qui 

seraient mis en jeu dans la mort spécifique des MNs chez les patients. Dans cette seconde partie 

de l’introduction est introduit le rôle de chaque cellule dans l’initiation ou la progression de la 

pathologie, et notamment du MN impliqué dans le déclenchement de la SLA.   

Le MN étant la cible première de la dégénérescence, un chapitre entier lui est consacré avec la 

présentation des neurones moteurs spinaux au sein de la voie pyramidale. Sont présentés : les 

différents types de neurones moteurs et l’importance de leurs différences car tous ne sont pas 

affectés de la même manière dans la SLA. En effet, une des problématiques qui ressort de la 

littérature et des publications concernant les MNs dérivés d’iPSC est l’absence d’une description 

précise du type MN généré. Or, tous les MNs n’ont pas la même vulnérabilité à la SLA. De plus le 

MN est constitué de différents compartiments qui peuvent être affectés différentiellement dans la 

SLA. C’est ce qui sera abordé avec notamment une région peu étudiée du MN : le segment initial 

de l’axone, qui joue un rôle crucial pour la polarisation et l’intégrité axonale. 

Durant ces 4 années de thèse, des articles scientifiques décrivant des modèles iPSC de SLA ont 

été publiés. Un chapitre leur est donc consacré afin de synthétiser l’état de l’art à ce sujet. Le 

chapitre débute par la description de la génération et de la différenciation des MNs au cours du 

développement. Cette description a été fondamentale à mes yeux puisqu’elle m’a permis de mieux 

comprendre les nombreux protocoles publiés pour générer des cultures plus ou moins pures de 

MNs. Cela m’a  notamment permis d’être très reproductible dans mes expériences et j’ai aussi pu 

améliorer la quantité de MN produits et la qualité de mes cultures lors de la mise place du protocole 

de différenciation des iPSC en MNs spinaux, publié par le Dr Stéphane Nedelec et le Dr Cécile 

Martinat (Maury et al., 2015). 

Enfin, la SLA étant une maladie incurable, c’est pour mieux comprendre ce qui a été fait en terme 

de thérapeutique et pour mieux envisager de nouvelles approches, que le dernier chapitre porte 

sur la thérapie de la SLA. Ce chapitre est le fruit d’une réflexion autour du projet et du modèle étudié 

puisque les MNs dérivés d’iPSC peuvent permettre le criblage et le test de molécules à potentiel 

thérapeutique. D’autre part, c’est aussi le fruit d’une réflexion en pensant aux familles touchées par 

la SLA. Finalement, ce dernier chapitre permet d’appréhender de façon plus combative la SLA et 

de découvrir le potentiel translationnel des cellules souches, non pas au travers de la cellule 

différenciée comme remplacement de la cellule dégénérée mais comme interface de criblage 

patient-spécifique et la découverte de mécanismes pathologiques et de potentiels biomarqueurs.   
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A la suite de cette introduction, sont décrit les objectifs et l’état de l’art à mon arrivée au laboratoire. 

Le chapitre suivant décrit les résultats obtenus en 3 parties : 

- la première partie concerne mon travail de thèse principal sous forme d’article rédigé en anglais 

et introduit en français. J’y compare les phénotypes intrinsèques aux MNs dérivés d’individus ayant 

des formes distinctes de SLA. 

- la seconde partie décrit le travail réalisé en collaboration avec le Dr Wenting Guo (Louvain) dans 

le laboratoire du Dr Ludo Van Den Bosch qui a abouti sur un article publié en 2017. Ce travail a 

permis de réaliser parallèlement à nos expériences des analyses sur d’autres patients dans le 

même contexte expérimental. 

- la dernière partie décrit les résultats obtenus en collaboration avec le Dr Monique Lafon et le Dr 

Christophe Préhaud qui concernent le test d’une molécule à visée thérapeutique sur les MNs 

dérivés de patients SLA (d’où l’intérêt du chapitre 5). 

 

J’ai conclu ce manuscrit par une discussion et la présentation de perspectives possibles à ce travail. 

 

Enfin, je souhaite souligner que ce travail de thèse n’aurait pas été possible sans les nombreuses 

collaborations et discussions élaborées depuis 4 ans, extra et intra-muros à l’équipe.  

L’ICM est un centre de recherche qui permet d’échanger avec différentes équipes ayant des 

compétences et des connaissances différentes qui ont favorisé et permis mon travail tout au long 

de ces 4 années. L’ICM héberge des start-up telles que Genosplice avec qui nous avons travaillé 

pour l’analyse du séquençage de l’ARN. Travailler à l’ICM, c’est aussi avoir accès à des plateformes 

technologiques de pointe qui permettent un échange de compétences. Je citerai notamment 

ICONICS, la plateforme de bioinformatique et biostatistique, les plateformes d’exploration cellulaire  

tels que CELIS, la plateforme de culture cellulaire, CELIS-IPS et CELIS-EPHYS, respectivement 

spécialisées dans la culture d’iPSC et les enregistrements électrophysiologiques ainsi que 

ICM.Quant, plateforme d’imagerie, avec lesquelles j’ai étroitement travaillé. 

La participation de chacun est décrite à la fin du premier article p. 199 et 200 dans les parties 

«Acknowledgments» et «Authors contributions», ainsi que dans la partie Remerciements (p.3). 
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CHAPITRE 1 : LA SCLEROSE LATERALE AMYOTROPHIQUE ET SON 

HETEROGENEITE 

 

GENERALITES 

La plupart du temps, le patient vient consulter car il a du mal à faire de simples tâches. Il a 

du mal à faire ses lacets et à tenir son stylo pour écrire, il tombe régulièrement, n’arrive pas à 

soulever son pied, ou a du mal à s’exprimer et se réveille en sueur parce qu’il n’arrive pas bien à 

respirer. Insidieusement, la maladie commence localement. Quel que soit le premier segment 

atteint, l’affection prend fréquemment la casquette d’une autre, retardant le diagnostic de Sclérose 

Latérale Amyotrophique (SLA) ou maladie de Charcot1,2 (Encadré 1).  

Implacable, elle est la plus fréquente des 

maladies du motoneurone (MN) chez l’adulte et la 

plus commune des maladies rares. Ce sont près 

de 4000 personnes qui vivent en France avec la 

SLA, mais l’évolution foudroyante de la maladie 

fait que sa prévalence reste faible : environ 1800 

nouveaux cas par an. Effectivement, le pronostic 

est sombre. L’espérance de vie médiane des 

patients est de 18 à 24 mois après le diagnostic. 

Néanmoins, dix pour cent d’entre eux survivront 

plus de dix ans avec cette maladie qui est fatale, 

sans thérapie efficace à ce jour 

(www.invs.santepublique france.fr).   

Cette maladie entraîne la dégénérescence puis la 

mort des neurones moteurs du cerveau et de la 

moelle épinière. La SLA touche les deux 

catégories de neurones moteurs, les neurones du 

cortex moteur et les MNs. Le soma des neurones 

du cortex moteur se connectent à des MNs au 

niveau du tronc cérébral ou de la moelle épinière. 

Ces derniers agissent directement sur les 

muscles squelettiques et provoquent une 

                                                      
1 La SLA fut observée pour la première fois par Charles Bell en 1830 (Bell and University College, 1830) mais clairement 

décrite et nommée par Jean Martin Charcot. 
2 La bibliothèque personnelle du Pr. Charcot se trouve à la bibliothèque de l’Institut de Cerveau et de la Moelle épinière. Le 

plus vieux manuscrit de sa collection est un livre de sorcellerie datant du 14ème siècle, « Malleus maleficarum maleficas et 
earum haeresium 1487», que J.M. Charcot utilisait pour étudier l’hystérie. 
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contraction. On distingue deux types de MNs inférieurs : les neurones bulbaires en provenance du 

tronc cérébral qui innervent les muscles oropharyngés - responsables de la parole, la déglutition - 

et les neurones spinaux en provenance de la moelle épinière qui innervent les muscles axiaux et 

les muscles des membres (Fig. 1). Parce que les MNs dégénèrent, le cerveau perd 

progressivement son habileté à amorcer et contrôler le mouvement. Alors que les muscles 

s’atrophient, le patient se paralyse graduellement jusqu’à une insuffisance respiratoire, 

responsable du décès dans la majorité des cas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le modèle simplifié de la description de la SLA cache un des traits inhérents à sa 

compréhension : son hétérogénéité de l’échelle génétique à sa manifestation phénotypique. 

Dorénavant, la SLA est définie comme un « groupe de maladies neurologiques » 

(www.ninds.nih.gov, 2018) qui fait partie d’un continuum avec la démence fronto-temporale (DFT) 

(Es et al., 2017). Même si la SLA est souvent décrite comme une maladie qui n’affecte que le 

système moteur, plus de la moitié des patients développent aussi des troubles cognitifs ou 

comportementaux et près de 10 % d’entre eux seront diagnostiqués avec une DFT. La DFT est 

caractérisée par des changements de comportement et de personnalité associée à l’atrophie des 

régions corticales fronto-temporales (Es et al., 2017).  

Les mécanismes étiologiques de la SLA et les bases génétiques, moléculaires et cellulaires 

sous-jacentes y sont très complexes. Cela explique la variation des symptômes cliniques de 

chaque patient et la difficulté de poser un diagnostic et un pronostic. Il est donc essentiel de 

comprendre toute la disparité que comporte la SLA pour y faire face. Seront donc d’abord 

présentées dans ce chapitre la génétique de la SLA puis la représentation phénotypique des 

Figure 1 | Le système nerveux. A) 

Le système nerveux se divise en 

deux parties : le système nerveux 

central (SNC) (bleu) composé de la 

moelle épinière, du tronc cérébral, 

du cerveau et du cervelet et le 

système nerveux périphérique 

(SNP) (rose) qui comprend les voies 

sensitives afférentes et les voies 

motrices efférentes. Les individus 

atteints de la SLA ont une atteinte 

des neurones du cortex moteur et 

des MNs. B)  Il y a deux types de 

MNs. (1) Les MNs bulbaires en 

provenance du tronc cérébral qui 

innervent les muscles oropharyngés 

et (2) les MNs spinaux en 

provenance de la moelle épinière qui 

innervent les muscles axiaux et les 

muscles des membres. Hasboun, 

2013; Knierim, 2018. Réalisée à 

partir d’images Servier Medical Art 

via la license CC 3.0. 
  

A B 

1 

2 

https://www.ninds.nih.gov/Disorders/Patient-Caregiver-Education/Fact-Sheets/Amyotrophic-Lateral-Sclerosis-ALS-Fact-Sheet
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différentes formes. Enfin, seront exposés les marqueurs neuropathologiques caractéristiques du 

syndrome. 

 

I. LES DIFFERENTES FORMES DE SLA 

Comme d’autres pathologies neurodégénératives, environ 90 % des individus atteints de 

SLA sont sporadiques (SALS) (Talbott et al., 2016). Au 19ème siècle on pensait encore que la SLA 

n’était pas héréditaire, jusqu’à ce que Sir William Osler ne décrive la famille Farr (Osler, 1880). En 

étudiant les descendants de cette famille du Vermont, l’équipe de Teepu Siddique relie leur maladie 

au chromosome 21 (Siddique and Ajroud-Driss, 2011; Siddique et al., 1991). Deux ans plus tard, 

en 1993, un premier gène causatif est découvert : SOD1, codant pour la Superoxyde Dismutase 1 

(Rosen et al., 1993).  

La découverte de nouveaux gènes associés à la SLA s’est considérablement accélérée ces 

dernières années (Fig. 2). Plus d’une vingtaine de gènes et plus de 120 variants génétiques à 

risque ont été découverts. La majorité des mutations sont hétérozygotes dominantes, signifiant 

qu’une seule copie mutée du gène est suffisante pour induire la maladie. La pathogénicité de la 

plupart des mutations serait due à un gain de fonction toxique et/ou à une perte de fonction du 

gène (Bettencourt and Houlden, 2015; Brown and Al-Chalabi, 2017; Ghasemi and Brown, 2018). 

 

Figure 2 | Augmentation exponentielle de la découverte des gènes associés à la SLA en fonction 

du temps et les mécanismes mis en jeu. La découverte de gènes associés à la SLA s’est accélérée 

grâce aux études d'association à l'échelle du génome et du séquençage exomique. Ces gènes peuvent 

être regroupés en fonction des mécanismes dans lesquels ils sont impliqués : l’homéostasie protéique 

(vert), le métabolisme des ARNs (violet) et le cytosquelette (orange). La taille de chaque cercle reflète la 

proportion des cas familiaux (Bettencourt and Houlden, 2015; Brown and Al-Chalabi, 2017; Ghasemi and 

Brown, 2018) 
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Aujourd’hui, on peut distinguer trois grands groupes de gènes : les gènes impliqués dans (i) le 

métabolisme de l’ARN ou de l’ADN tels que FUS ou TARDBP, (ii) l’homéostasie protéique comme 

SQSTM1/p62 ou OPTN, et (iii) le cytosquelette avec des mutations au niveau du gène PFN1 ou 

TUBA4A (Brown and Al-Chalabi, 2017)(Fig. 2). 

A ce jour, les expansions dans le gène C9ORF72 et les mutations dans les gènes SOD1, 

TARDBP et FUS expliquent jusqu’à 60% des formes familiales et 10% des formes sporadiques 

(Laferriere and Polymenidou, 2015) (Fig. 3). Cependant la fréquence des causes génétiques 

héréditaires est hétérogène au sein de la population (Fig. 4). Millecamps et al. ont montré qu’elle 

variait en fonction de l’âge à la déclaration des premiers symptômes. En France par exemple, les 

mutations FUS sont les plus fréquentes chez les formes jeunes et représentent jusqu’à 35% des 

formes familiales chez les moins de 40 ans (Millecamps et al., 2012).  

Figure 4 | Disparité de la fréquence des mutations familiales en France en fonction de l’âge 

auquel les premiers symptômes apparaissent. Si les expansions au niveau du gène C9ORF72 

restent la cause principale des individus déclarant la maladie après 41 ans, la plus grande partie des 

formes familiales juvéniles est expliquée par des mutations au niveau du gène FUS.  Il semble que 

les formes de SLA associées à des mutations dans les gènes TARDBP et FUS soient déclarées en 

large majorité avant 60 ans (Millecamps et al. 2012).    

Figure 3 | Les causes génétiques de la SLA en France. A) 8% des SALS sont expliqués par des 

mutations au niveau du gène C9ORF72. Les proportions des SALS expliqués par des mutations au 

niveau des gènes FUS, SOD1 et TARDBP en France ne sont pas très bien décrits. Ils 

représenteraient chacun près de 1% des individus. B) La SLA familiale est expliquée à 40% par des 

mutations au niveau du gène C9ORF72, 20% par des mutations au niveau de SOD1 et 5% par des 

mutations au niveau des gènes FUS et TARDBP (Laferriere and Polymenidou et al., 2015 ; 

Millecamps et al., 2012).  
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1. SOD1 :  SUPEROXIDE DISMUTASE 1  

Le gène SOD1, de 5 exons, code pour une enzyme homodimérique capable de se lier à deux co-

facteurs : le Cuivre et le Zinc nécessaires à son activité (UniProtKB : P00441). Elle métabolise les 

radicaux superoxides (O2
.-) - déchets métaboliques produits par la cellule -  en peroxyde 

d’hydrogène et dioxygène  (2 O2
.- + 2H+  H2O2 + O2) protégeant ainsi l’organisme du stress 

oxydatif (McCord and Fridovich, 1969). C’est une protéine ubiquitaire retrouvée aussi bien dans le 

noyau que la membrane plasmique et le cytosol (www.proteinatlas.org). 

Depuis 1993 (Encadré 2), près de 170 mutations ont été mises en évidence (www.hgmd.org). La 

quasi totalité est autosomique dominante. De façon générale, elles entrainent une maladie 

agressive qui débute au niveau des membres inférieurs. Les défauts cognitifs restent rares et la 

durée est variable avec une moyenne d’environ 6 ans mais une médiane à 3 ans (Li and Wu, 2016; 

Millecamps et al., 2010, 2012; Yamashita and Ando, 2015).  

 

 

2. TARDBP : TRANSACTIVE RESPONSE DNA-BINDING PROTEIN  

TARDBP est un gène de 6 exons qui code pour la protéine TDP-43 ou « Transactive response 

DNA binding Protein 43kDa » (UniProtKB : Q13148). Identifiée en 1995 comme régulant la 

transcription du Virus de l'Immunodéficience Humaine (VIH) (Ou et al., 1995), on sait aujourd’hui 

qu’elle assure de nombreux rôles (Cohen et al., 2011). Elle intervient notamment dans le 

 

 

Temps 

https://www.uniprot.org/uniprot/P00441
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000142168-SOD1/cell
http://www.hgmd.org/
https://www.uniprot.org/uniprot/Q13148
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développement (Sephton et al., 2010, 2012), la régulation du cycle cellulaire3 (Ayala et al., 2008a), 

la régulation de l’activité synaptique et la réparation neuronale (Han et al., 2013; Moisse et al., 

2009; Sephton et al., 2011).  

Protéine ubiquitaire à majorité nucléaire (www.proteinatlas.org), elle est impliquée dans plusieurs 

étapes de la production protéique (Ayala et al., 2008b; Cohen et al., 2011; Lagier-Tourenne et al., 

2010). TDP-43 se lie à l’ARN pour assurer sa stabilité, garantie la synthèse des microARNs 

(miARNs)(Kawahara and Mieda-Sato, 2012), contrôle et édite les ARN messagers (ARNm) de 

nombreux gènes y compris du sien (Buratti et al., 2001; Lagier-Tourenne et al., 2010; Polymenidou 

et al., 2011). Parmi ses cibles, se trouve notamment l’ARNm du neurofilament léger (NF-L), 

composé majeur des MNs (Strong et al., 2007) ou HDAC6, une histone déacétylase essentielle à 

la régulation transcriptionnelle. TDP-43 interagit avec HDAC6 en compagnie de FUS, autre protéine 

dont le gène est responsable de formes familiales de la SLA (Kim et al., 2010).  

En 2006, TDP-43 est suspectée pour sa présence au sein des inclusions4 typiquement retrouvées 

dans les tissus post-mortem de patients (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Deux ans plus 

tard, son gène est identifié indépendamment par deux équipes comme cause génétique de la SLA 

(Kabashi et al., 2008; Sreedharan et al., 2008). Depuis, ce sont près de 50 mutations autosomiques 

dominantes qui ont été mises en évidence (www.hgmd.org).  

TDP-43 contient deux domaines de reconnaissance de l’ARN (RRM) qui permettent de fixer un 

ARN, et un domaine C-terminal riche en glycine indispensable à ses interactions avec ARN et 

protéines. C’est d’ailleurs dans ce domaine que se trouve la quasi totalité des mutations (Buratti 

and Baralle, 2001; Chiang et al., 2016). 

De façon générale et à la différence des individus mutés au niveau du gène SOD1, les individus 

caucasiens mutés au niveau du gène TARDBP ont d’abord une atteinte des membres supérieurs 

alors que les individus asiatiques ont une première atteinte bulbaire (Corcia et al., 2012a; 

Millecamps et al., 2010). Bien que des mutations au niveau du gène TARDBP puissent aussi être 

la cause de DFT (Synofzik et al., 2014), les patients SLA porteurs de mutations au niveau de ce 

gène ne développeront généralement pas de défauts cognitifs. Ils survivent en moyenne 5 ans 

après l’apparition des premiers symptômes (Benajiba et al., 2009; Kirby et al., 2010; Millecamps et 

al., 2010).  

 

 

 

                                                      
3 Des niveaux élevés de TDP-43 sont directement ou indirectement associés à certains cancers (Ayala et al., 2008a; 

Campos-Melo et al., 2014; Chen et al., 2017; Guo et al., 2015)   
4 Inclusions = présence d’un corps étranger dans un ensemble homogène auquel il n’appartient pas (www.cnrtl.fr/) 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000120948-TARDBP/cell
http://www.hgmd.org/
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3. FUS : FUSED IN SARCOMA 

Tout juste un an après la découverte des mutations au niveau du gène TARDBP, deux équipes 

(Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009) mettent en cause un gène codant pour une protéine 

à la structure et aux fonctions homologues : le gène FUS (Aman et al., 1996; Vance et al., 2013).  

Quelques années plus tôt, ces deux mêmes équipes identifiaient de nouveaux loci et 

commençaient à cribler les gènes potentiellement mutés en fonction de l’expression au niveau du 

SNC et de leurs possibles rôles dans la pathogénicité de la SLA (Ruddy et al., 2003; Sapp et al., 

2003). Avec la découverte des mutations TARDBP, ils se focalisaient sur des protéines de liaisons 

à l’ADN/ARN. Début 2009, R. H.Brown et C.E. Shaw et al. découvraient que les mutations du gène 

FUS causaient une forme familiale de SLA (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). Alors que 

la recherche se focalisait majoritairement sur SOD1, les similitudes entre TDP-43 et FUS ont 

bouleversé le domaine (Lagier-Tourenne and Cleveland, 2009).  

A l’origine, le gène FUS, pour Fused in sarcoma5, est identifié comme une partie d’un gène de 

fusion des liposarcomes6 (Crozat et al., 1993; Rabbitts et al., 1993). La protéine, connue depuis 

1993, est aussi appelée «RNA-binding protein FUS» (UniProtKB : P35637). 

Comme TDP-43, FUS est ubiquitaire et majoritairement nucléaire (www.proteinatlas.org). Pour 

interagir avec l’ARN, elle possède aussi un domaine RRM (Vance et al., 2013). FUS est engagée 

dans de nombreux mécanismes cellulaires : la prolifération (Ward et al., 2014), la réparation de 

l’ADN (Mastrocola et al., 2013) et le métabolisme de l’ARN incluant l’édition des ARNm et la 

synthèse des miARN (Lagier-Tourenne et al., 2010; Morlando et al., 2012).  

Depuis 2009, plus de 60 mutations associées à la SLA ont été trouvées sur ce gène dont le plus 

grand nombre se situe dans le domaine de localisation nucléaire (www.hgmd.org). Typiquement, 

les individus atteints de SLA mutés au niveau du gène FUS manifestent les premiers symptômes 

précocement (avant 40 ans). Généralement sans troubles cognitifs, la localisation de la première 

faiblesse musculaire varie. La maladie est agressive et par conséquent leur espérance de vie est 

plus tragique que les patients mutés au niveau des gènes SOD1, TARDBP ou que les patients 

SALS (Akiyama et al., 2016; Blair et al., 2010; Millecamps et al., 2010; Yan et al., 2010). 

 

4. C9ORF72 : CHROMOSOME 9 OPEN READING FRAME 72 

Si le premier pas vers la découverte du gène s’est fait à Harvard avec le travail du Dr. Brown (Hosler 

et al., 2000), le début de l’histoire nous vient tout droit du Japon. En 1964, Dr. R. Yuasa rapporte 

le « premier » cas reconnu de SLA associée à une démence. S’en suivront plusieurs études, 

                                                      
5 Le gène FUS a un synonyme. En 1993, deux équipes l’identifient séparément : l’une l’appelle FUS, l’autre lui donne le 

nom de TLS, pour Translocated in liposarcoma ; les deux codant pour la protéine FUS ou TLS.  
6 Tumeur maligne des tissus mous, comme la paroi des organes ou le tissu graisseux (Campos-Melo et al., 2014) 

https://www.uniprot.org/uniprot/P35637
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000089280-FUS/cell
http://www.hgmd.org/
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japonaises pour la majorité. De ce fait, la SLA dite « démentielle » est pensée comme une 

spécificité asiatique (Hirano et al., 1967; Mitsuyama, 1984; Mitsuyama and Takamiya, 1979; 

Mitsuyama et al., 1985; Morita et al., 1987) et est surnommée «Maladie de Yuasa-Mitsuyama ». 

Des cas similaires seront retrouvés outre-mer (Finlayson and Martin, 1973; Pinsky et al., 1975; 

Wikström et al., 1982). Toutefois il faut attendre les années 90 pour que la SLA associée à des 

DFT soit reconnue internationalement (Abe et al., 1997; Gentileschi et al., 1999).  

C’est précisément grâce à l’étude de plusieurs familles avec DFT et SLA que l’équipe de Robert 

Brown rapproche la SLA type « Yuasa-Misuyama » du 9ème chromosome (Hosler et al., 2000).  Les 

analyses de liens de parenté qui suivront localisent un locus plus précis (Morita et al., 2006; 

Valdmanis et al., 2007; Vance et al., 2006) jusqu’à ce que deux groupes identifient simultanément 

des répétitions d’hexanucléotides GGGGCC (G4C2) au niveau du premier intron du gène 

C9ORF72 dont la fonction reste en partie inconnue (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et 

al., 2011). Alors que les individus sains ont environ une vingtaine de répétitions introniques, les 

patients atteints de SLA peuvent en avoir des centaines voire des milliers (Van Mossevelde et al., 

2017). Les expansions G4C2 constituent aujourd’hui la cause génétique majeure des individus 

atteints de DFT et de SLA (Majounie et al., 2012).  

Ubiquitaire (www.proteinatlas.org), la protéine C9ORF72 est retrouvée dans le noyau (Renton et 

al., 2011) ainsi que dans différents compartiments intracellulaires dont les lysosomes et les 

endosomes (UniProtKB : Q96LT7)(Amick et al., 2016; Farg et al., 2014). Elle a été montré comme 

pouvant être impliquée dans l’autophagie (Nassif et al., 2017) et le trafic endosomal (Farg et al., 

2014).  Récemment, deux équipes ont montré son importance dans la régulation de l’inflammation, 

nécessaire au bon fonctionnement des cellules microgliales et macrophagiques (Atanasio et al., 

2016; O’Rourke et al., 2016).  

Les individus porteurs d’un nombre anormal d’expansions ressentent majoritairement de premières 

faiblesses bulbaires et peuvent développer une DFT. La maladie s’étend plutôt rapidement. La 

corrélation entre nombre de répétitions et sévérité est encore débattue (Van Mossevelde et al., 

2017). L’espérance de vie des patients reste relativement faible, le décès survenant environ 3 ans 

après la déclaration des symptômes (Millecamps et al., 2012).  

 

5. SLA SPORADIQUE  

La SLA est multifactorielle, avec plusieurs causes génétiques identifiées et des causes 

environnementales discutées (Encadré 3). De plus en plus d’évidences montrent que des facteurs 

génétiques jouent un rôle dans la pathogénicité de la forme sporadique : des mutations à faible 

pénétrance responsables de formes familiales, des mutations de novo, une susceptibilité 

génétique, ou des évènements épigénétiques  (Su et al., 2014; Tsuji, 2013).  

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000147894-C9orf72/cell
https://www.uniprot.org/uniprot/Q96LT7
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MUTATIONS A FAIBLE PENETRANCE 

Lorsque qu’une maladie se transmet de façon autosomique dominante à toutes les générations la 

pénétrance est dite complète. Les gènes mutés à faible pénétrance regroupent des variants 

génétiques qui interagissent avec des facteurs exogènes pour produire la maladie (Probst-Hensch 

and Morabia, 2002). Certaines mutations peuvent aussi être asymptomatiques (Murakami et al., 

2001; Nogales-Gadea et al., 2004; Suthers et al., 1994). Le conseil génétique doit donc être prudent 

et reste difficile au vu de ces circonstances. Outre le fait qu’aucun traitement n’est disponible, il est 

difficile d’expliquer à des individus qu’ils pourraient ou ne pourraient pas développer une pathologie 

lente ou foudroyante.  

MUTATIONS DE NOVO  

Une fraction des formes sporadiques 

deviendra familiale. Chaque gène découvert 

associé à une SLA familiale est aussi retrouvé 

dans des formes sporadiques, cependant 

rares sont les « vrais » cas de novo car la 

plupart sont des mutations à la pénétrance 

incomplète (Alexander et al., 2002; DeJesus-

Hernandez et al., 2010; Lattante et al., 2012). 

Comme le disent Sabatelli et al., considérant 

que 50 à 60% des patients ayant une forme 

familiale (FALS) ont des mutations dans des 

gènes connus, la découverte de nouveaux 

gènes devrait augmenter la proportion de 

patients SALS dont l’étiologie génétique est 

connue (Sabatelli et al., 2013).  

SUSCEPTIBILITE GENETIQUE 

En se basant sur de grandes cohortes de 

patients, plusieurs études ont montré qu’une 

personne saine portant une mutation dans 

certains gènes sera plus à risque de 

développer une SLA. Ces gènes peuvent 

aussi modifier la progression de la pathologie 

(Chen et al., 2013; Renton et al., 2014). Par 

exemple, une variation au niveau du gène NEK1, impliqué entre-autres dans la polarité axonale ou 

la stabilité des microtubules, représenterait un risque pour près de 3% des individus atteints de 

SLA et conférerait donc une susceptibilité de la développer (Gratten et al., 2017; Kenna et al., 

2016). Des délétions ou insertions dans le gène NFEH, codant pour des neurofilaments (NF-H) ont 

été associées à des SALS, bien que parfois retrouvées chez des contrôles (Al-Chalabi et al., 1999; 

β
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Figlewicz et al., 1994). Une étude moscovite a mis en relief le risque augmenté des individus 

homozygotes pour le variant court de NFEH, soulignant l’implication du gène dans le 

développement et la progression de la SLA (Skvortsova et al., 2004). Aujourd’hui près d’une 

centaine de mutations ont été identifiées et augmenteraient le risque de développer une SLA ou 

modifieraient son phénotype (Ghasemi and Brown, 2018). 

EVENEMENTS EPIGENETIQUES 

Au niveau de la chromatine, la méthylation des histones compacte l’ADN et inhibe la transcription. 

Des études entre des jumeaux monozygotes, dont l’un a développé une SLA et l’autre pas (Al-

Chalabi et al., 2010; Young et al., 2017), ainsi que la comparaison du taux de méthylation des 

cerveaux de patients SLA post-mortem ont mis en évidence des différences épigénétiques 

(Figueroa-Romero et al., 2012; Morahan et al., 2009). La plupart des différences de méthylation 

retrouvées sont associées à la régulation de la transcription et concernent des gènes ou des voies 

déjà impliquées dans la SLA qui seront exposés dans le prochain chapitre (Chapitre 2) (Morahan 

et al., 2009; Young et al., 2017). Les miARNs qui peuvent aussi réguler l’expression des gènes 

sont parfois retrouvés diminués dans la moelle épinière des tissus post-mortem de patients SLA 

(Campos-Melo et al., 2013; Figueroa-Romero et al., 2016).  

 

II. REPRESENTATION PHENOTYPIQUE 

La représentation phénotypique de la SLA est variable au niveau de l’âge de début, de son 

évolution ou de sa durée. Si la pathologie se déclare aux alentours de 60 ans dans la plupart des 

cas, les premiers symptômes peuvent apparaître aussi chez des adolescents (Turner et al., 2012). 

La localisation de la première faiblesse musculaire est imprévisible et bien que décrite comme 

affectant le système moteur les patients ne sont pas à l’abri d’un défaut cognitif ou sensoriel. 

Malheureusement, la survie des patients SLA est tout aussi difficile à estimer que son évolution, 

que ce soit pour les formes familiales ou sporadiques. Le tableau ci-contre présente la diversité 

des phénotypes cliniques causés par certaines mutations (Tableau 1). 
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Mutation Age de début (ans) Site d’initiation Durée (mois) 

SOD1 A4V 47.8 +/- 13.3 Membre 16,8+/- 10,8 

H46R 29 +/-13,3 Membre inférieur 510+/-130,9 

D90A 56,8 +/- 15,4 Bulbaire, Membre 
Homo : Lente 

Hétéro : Rapide 

I113T 53 (37-67) Membre 61,2 (24-120) 

N139D 
Plus précoce que les 

formes rapides 
Membre inférieur Lente 

TARDBP G298S 50.7 +/-6.2 Membre 27 (15–48) 

A315T 65.5 +/- 13 Bulbaire, Membre supérieur 109.7 (77–158) 

M337V 47.7 +/-8.8 Bulbaire, Membre supérieur 105.0 (12–204) 

G348C 46.4 +/- 10.7 Membre 81.3 (36–156) 

A382T 51.3 +/- 8.6 Membre supérieur  +/- DFT 58.1 (17–180) 

FUS H517D 39 (37–41) Cervical, membres proximaux 20 (12–28) 

R521C 35,3 +/- 5,1 Membre 16.1±7.7 

R521H 57,7+/-9 Membre 54,1+/-26,2 

P525L 19,5 (11-32) Bulbaire, Spinal 15,4 (14-24) 

C9ORF72 (G4C2)n La longueur des expansions n’influencerait pas le phénotype 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. L’APPARITION DES SYMPTOMES MOTEURS ET LEURS EVOLUTIONS 

La maladie a été décrite à toutes les tranches d’âge, les formes les plus précoces commençant 

avant le 25ème anniversaire (Turner et al., 2012). Certaines formes génétiques prédisposent à une 

SLA juvénile (cf. Fig.4 p.16). 

Tableau 1 | Diversité des phénotypes cliniques causés par certaines mutations au niveau des 

gènes SOD1, TARDBP, FUS et C9ORF72.  

SOD1 : A4V est une forme agressive (Cudkowicz et al.,1997). En revanche, H46R est souvent bénigne 

(Zou et al., 2016 ). D90A est la plus fréquente dans le monde et peut être homozygote ou hétérozygote 

(Andersen et al., 1995 ; Li and Wu et al., 2016). I113T est extrêmement variable même au sein d’une 

même famille, certains étant asymptomatiques (Lopate et al., 2010). N139D est une mutation rare, 

associée à une forme lente que j’ai étudié (Millecamps et al., 2010). TARDBP : Les mutations présentées 

font partie des mutations les plus fréquentes, dont la G348C que j’ai étudié. La mutation A382T est la 

plus fréquente d’entre elles (Chio et al., 2012 ; Corcia et al., 2012). FUS : La plupart des mutations sont 

concentrées sur le codon 521. Les mutations R521C et R521H sont les plus fréquentes (Susuki et al., 

2010 ; Swetha et al., 2016). R521H est souvent moins agressive que les autres (Millecamps et al., 2010 ; 

Zou et al., 2012 ; Kwiatkowski et al., 2009). P525L est souvent une forme juvénile agressive (Conte et 

al., 2012) C9ORF72 : la longueur des expansions n’influencerait pas le risque de développer une 

pathologie mais des longueurs intermédiaires (supérieur à 20 jusqu’à environ 30) pourraient être 

associées à un risque accrue de développer des symptômes neuropsychiatriques (Ng. Et al, 2017). 

Moyenne +/- SD ou Moyenne (Ecart). 
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Les premières manifestations cliniques sont locales. Puisque n’importe quel muscle squelettique 

peut être touché, la représentation clinique de la SLA est très variable et ce même pour les formes 

génétiques. Les patients peuvent venir consulter pour une difficulté à articuler, des crampes au 

niveau du poignet ou une immobilité du pied. Chez la plupart des individus atteints, un membre 

supérieur ou inférieur est touché par des fasciculations et une fragilité musculaire alors que pour 

d’autres, le début est soit bulbaire (pour 20% d’entre eux), soit respiratoire mais dans une moindre 

proportion (de 3 à 5%) (Swinnen and Robberecht, 2014). La maladie prend du terrain 

insidieusement et se propage de façon contiguë à d’autres parties du corps, indépendamment du 

site d’initiation. La maladie, progressive, peut s’étendre localement : comme du pied à la jambe, ou 

s’étendre en contra-latéral : comme de la main gauche à la main droite, suggérant que la 

dégénérescence se propage le long des neurones du cortex moteur et des MNs (Ravits, 2014; 

Ravits et al., 2013). Il n’est pas difficile à imaginer la complexité du diagnostic au vu de la disparité 

du point d’initiation de la SLA et de l’hétérogénéité de la progression de la maladie. Les affections 

mimant la SLA sont d’ailleurs nombreuses et retardent le diagnostic d’environ 7 à 12 mois 

(Couratier et al., 2014; Magistris, 2006).   

La SLA étant définie comme une maladie des neurones du cortex moteur et des MNs, il faut souvent 

attendre que la pathologie évolue pour poser le diagnostic. L’Organisation Mondiale de la Santé 

(www.icd.who.int) fait d’ailleurs la distinction entre paralysie bulbaire progressive, atrophie 

musculaire progressive, sclérose latérale primaire et sclérose latérale progressive « plus » ; 

mentionnant que ces pathologies peuvent évoluer vers une SLA ou en sont des variantes.  

 

2. LES PHENOMENES EXTRAMOTEURS 

Outre les phénomènes moteurs, la SLA peut être accompagnée d’autres dysfonctions 

neurologiques extrapyramidales, cérébelleuses ou cognitives (“SLA-plus”). Les anomalies 

cognitives sont les symptômes non-moteurs les plus fréquents (McCombe et al., 2017). Près de 

50% des individus SLA développent des déficiences cognitives ou comportementales. La SLA et 

la DFT sont deux extrêmes d’un même spectre pathologique. Au niveau génétique, elles partagent 

entre autres les expansions au niveau du gène C9ORF72, conférant une DFT à la moitié des 

individus porteurs des expansions (Ji et al., 2017; McCombe et al., 2017). Des changements de 

personnalités et des changements cognitifs peuvent aussi être associés à des mutations TARDBP, 

mais rarement avec des mutations SOD1. Le risque de DFT est augmenté avec l’allèle APOE-ε2 

tandis que le risque de défaut cognitif est augmenté avec l’âge, ce qui n’est pas surprenant 

puisqu’un déclin cognitif apparaît au cours d’un vieillissement normal (Chiò et al., 2016; Harada et 

al., 2013). 

Le cervelet est important pour certaines fonctions cognitives comme le langage et l’attention et joue 

un rôle important dans le contrôle moteur. Certains patients porteurs d’expansions dans le gène 

ATXN2 auraient une perte des neurones du cortex cérébelleux, ce qui n’a pas été observé chez 

https://icd.who.int/browse11/l-m/en#/http://id.who.int/icd/entity/1982355687
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les patients SALS ou porteurs d’expansion G4C2 (Tan et al., 2016). Des études ont montré que 

certains patients avaient des déficiences linguistiques (Taylor et al., 2013). Cela pourrait être dû à 

une atrophie de l’hippocampe qui a été corrélée à un trouble de la mémoire verbale (Abdulla et al., 

2014). 

Entre autres, il a aussi été rapporté que des patients pouvaient développer une diminution sensitive 

(Isaacs et al., 2007; Pugdahl et al., 2007), notamment chez des individus porteurs d’une mutation 

au niveau du gène SOD1 (McCombe et al., 2017). Une étude de 2007 a estimé que 22% des 

individus atteints de SLA avaient des défauts au niveau des neurones sensitifs (Pugdahl et al., 

2007). 

 

3. LA PROGRESSION ET LA SURVIE 

Alors que la survie moyenne des patients après l’apparition des premiers symptômes est de 3 à 5 

ans, il est important de mentionner que certains patients survivront moins d’un an quand d’autres 

vivront une ou plusieurs décennies avec la maladie. Pour cette raison, essayer d’évaluer le 

pronostic vital de chaque patient est primordial à l’heure de l’annonce du diagnostic et de son suivi. 

Plusieurs facteurs démographiques, cliniques, psychologiques et biologiques rentrent en jeu (Chio 

et al., 2009).  En conséquence, est-il possible de prédire l’évolution de la SLA au vu de cette 

hétérogénéité ?  

Le pronostic vital est influencé par la localisation initiale de la maladie et la suite de sa progression. 

La détresse respiratoire entraînant le décès dans la plupart des cas, on comprend que les individus 

au début respiratoire auraient le pronostic le plus inquiétant (Chiò et al., 2011; Louwerse et al., 

1997). Néanmoins il n’est pas forcément suivi d’une progression rapide (Shoesmith et al., 2007). 

Quant aux formes bulbaires, la prédiction est plus « menaçante » qu’un début spinal (Chiò et al., 

2011; Testa et al., 2004). 

L’espérance de vie des patients avec DFT est d’environ 1 an de moins que les individus atteints 

d’une SLA « classique », peut-être dû à la difficulté de se soumettre aux traitements (Swinnen and 

Robberecht, 2014).  

On pourrait penser qu’un retard de diagnostic va de pair avec une hausse de la mortalité comme 

cela peut être le cas dans d’autres maladies. Avec la SLA, ce retard diminue avec l’agressivité de 

la maladie, qui progresse plus rapidement. Effectivement, le diagnostic est fortement lié à la 

progression de la pathologie (Chiò et al., 2011; Kollewe et al., 2008). 

Bien sûr l’histoire familiale est à prendre en compte. Certaines formes héréditaires sont connues 

pour être associées à une plus longue durée quand d’autres, à l’inverse, le sont pour leur côté 

morbide (cf. Tableau 1, p.23). Prenons par exemple la forme familiale SOD1. La mutation A4V est 

connue comme très agressive. A l’opposé, la substitution H46R est associée à une SLA dont la 
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progression est relativement lente. Quant à la mutation I113T, elle est extrêmement variable et ce, 

même au sein d’une même famille. La même variabilité est retrouvée chez des patients porteurs 

de mutations TARDBP ou FUS. 

En règle générale, plus l’âge lors du diagnostic est élevé, plus le pronostic est sombre. Les patients 

dont les symptômes apparaissent avant 40 ans survivraient plus de 10 ans (Preux et al., 1996; 

Testa et al., 2004). Or, la SLA peut aussi survenir à l’adolescence et prendre la vie en l’espace de 

quelques mois (Belzil et al., 2012; Millecamps et al., 2010, 2012).  

En conclusion, l’hétérogénéité clinique et génétique de la SLA rend difficile le diagnostic et le 

pronostic de la SLA. Aujourd’hui, il n’y a pas de consensus concernant les biomarqueurs qui 

pourraient être utilisés pour les évaluer. Dans l’idéal, le meilleur biomarqueur serait celui qui puisse 

être identifié dès la phase présymptomatique et permettre de suivre la progression de la pathologie 

pour améliorer la prise en charge des patients (Łukaszewicz-Zając et al., 2014; Vu and Bowser, 

2017). Ainsi, les délais diagnostics pourraient être réduits. Cela faciliterait l’inclusion précoce dans 

un essai clinique ou la mise en place d’un traitement le plus rapidement possible qui serait donc 

probablement plus efficace (Benatar et al., 2016; Es et al., 2017). Les protéines du cytosquelette 

sont prometteuses car elles sont relarguées dans le liquide interstitiel et s’accumulent dans le sang 

ou le liquide céphalo-rachidien (LCR) lors de la dégénérescence axonale (Łukaszewicz-Zając et 

al., 2014; Vu and Bowser, 2017). Bien que non spécifique à la SLA (Khalil et al., 2018; Xu et al., 

2016) plusieurs études ont montré que le taux de neurofilaments (NFs) pourrait quand même être 

utile au diagnostic et au pronostic (Rossi et al., 2018a; Schaepdryver et al., 2017). Weydt et al.  ont 

montré que les taux de NFs légers (NF-L) et phosphorylés (pNF-H) du LCR était normaux avant 

l’initiation de la maladie mais qu’ils augmentaient rapidement dans les phases précoces de SLA 

(Weydt et al., 2016). Pour Es et al., les NF-L et pNF-H dans le LCR permettraient de différencier 

les patients SLA des maladies voisines malgré une corrélation modérée avec la progression (Es et 

al., 2017). Certaines études ont proposé d’autres biomarqueurs potentiels tels que la Cystatine C, 

TDP-43, la ferritine, le glutamate ou des marqueurs de stress oxydatif (Costa and de Carvalho, 

2016; Frijhoff et al., 2015; Hu et al., 2016; Noto et al., 2011; Shaw et al., 1995; Zhu et al., 2018); 

mais de nouvelles études sont nécessaires pour conclure sur leur utilité et efficacité. Il existe aussi 

des marqueurs électrophysiologiques qui permettraient de mesurer spécifiquement l’altération des 

neurones du cortex moteur ou des MNs qui seront vu plus en détails dans le Chapitre 3. 

 

III. NEUROPATHOLOGIE 

Les tissus post-mortem représentent le plus souvent le stade final de la pathologie. Bien que 

leurs analyses ne renseignent pas sur l’évolution de la pathologie elles donnent des indices sur les 

mécanismes qui ont pu être mis en jeu lors de la dégénérescence des MNs.  
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1. NEUROPATHOLOGIE MACROSCOPIQUE ET CELLULAIRE 

A l’autopsie, le cerveau paraît généralement normal, malgré une perte des neurones du cortex 

moteur 7 (Nihei et al., 1993), comparable à ce qui est observé avec le vieillissement (Hammer et 

al., 1979; Hirano, 1996). Macroscopiquement, les études en post-mortem révèlent une moelle 

épinière atrophiée due à la perte des neurones et des axones myélinisés (Saberi et al., 2015). Des 

axones en souffrance apparaissent le long de la moelle épinière et forment des renflements 

axonaux, signe d’une perturbation de l’organisation axonale. Pour les individus mutés au niveau du 

gène SOD1, la perte des MNs inférieurs est souvent plus importante que celle des neurones du 

cortex moteur (Al-Chalabi et al., 2012a; Ravits et al., 2013).  Si le neuropathologiste observe une 

perte évidente des MNs, ces derniers ne sont pas les seuls témoins de la SLA. Une perte 

d’interneurones corticaux a été également mise en évidence chez certains patients (Maekawa et 

al., 2004; Nihei et al., 1993). Inhibiteurs, ils permettent de réguler l’excitabilité des MNs et pourraient 

jouer un rôle dans la pathologie.  

Une gliose est aussi apparente. Les astrocytes, les précurseurs d’oligodendrocytes, les cellules 

microgliales paraissent réactifs8 (Philips and Rothstein, 2014).  Les astrocytes sont les cellules les 

plus nombreuses du SNC et jouent de nombreux rôles dont la recapture des neurotransmetteurs. 

Hypertrophiés dans la moelle épinière et le cortex de patients FALS et SALS, les astrocytes 

pourraient exacerber la vulnérabilité des MNs (Schiffer and Fiano, 2004; Vargas and Johnson, 

2010). Dans le cortex moteur et la moelle épinière de patients SLA certaines zones sont 

démyélinisées et les précurseurs d’oligodendrocytes hypertrophiés au niveau du cortex (Kang et 

al., 2013). Les marqueurs des cellules microgliales et macrophagiques sont activés dans les tissus 

post-mortem. Ces cellules pourraient agir en tant que protecteur ou être à l’inverse toxique en 

fonction de l’avancée de la maladie et des cytokines qu’elles relarguent (Henkel et al., 2004; 

Kawamata et al., 1992).  

 

2. NEUROPATHOLOGIE MOLECULAIRE 

Les corps cellulaires des MNs de patients SLA sont caractérisés par la présence d’inclusions 

cytoplasmiques diverses aussi bien dans le péricaryon, les dendrites et les axones (Kato, 2007). Il 

y en a principalement trois : les corps de Bunina, les inclusions en écheveaux et les accumulations 

de NFs (Al-Chalabi et al., 2012a; Kato, 2007; Mendonça et al., 2005) (Fig.5 et Tableau 2 p.25).  

 

 

                                                      
7 Aussi appelées cellules de Betz, après leur description par Vladimir Betz en 1874 
8 Cellule réactive = changement de morphologie 
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(i) Les corps de Bunina 

Les corps de Bunina9 sont de petites inclusions éosinophiles10 (Bunina, 1962) (Fig. 5). Ils peuvent 

être retrouvés dans le cytoplasme du soma et des dendrites mais n’ont pas été décrits dans la 

partie axonale. Les corps de Bunina contiennent de la Cystatine C (Okamoto et al., 1993), de la 

transferrine et de la périphérine (Mizuno et al., 2006, 2011). Ils sont aussi bien observés dans les 

                                                      
9De Tat’yana Bunina, immortalisée pour avoir décrit la présence de ces inclusions dans deux patients FALS de familles 

différentes. 
10 Eosine est un colorant acide fixant les constituants cellulaires basiques  

Figure 5 | Neuropathologie classique de patients atteints de SLA. (A-B, 20X) Perte des MNs et gliose 

de la corne antérieure de la moelle épinière d’individus SLA. (C-D, 40X) Corps de Bunina dans le 

cytoplasme de MNs SLA (flèches). [A-D : coloration hématoxyline et éosine] (E-F, 40X) Les corps de 

Bunina des MNs SLA sont positifs à la Cystatine C. (G-H, 40X) Inclusions en écheveaux positives à 

l’ubiquitine dans des MNs spinaux de la corne antérieure de la moelle épinière de patients SLA. (I-L) Fort 

marquage de NFs phosphorylés (pNF) (I,J) et NFs légers (K, L) dans les MNs SLA par rapport aux 

contrôles (Echelle I, K, L : 35µm,  J : 10µm). (M-N, 40X) Inclusions diffuses (flèches) et en écheveaux (tête 

de flèche) de TDP-43 et absence de marquage nucléaire dans les MNs spinaux de patients SLA. (O-P, 

40X) Inclusions denses (tête de flèche) ou en écheveaux de TDP-43 phosphorylée (pTDP-43) (flèche) 

dans les MNs de patients. D’après Saberi et al. 2015, réimprimée avec la permission de Neurologic Clinics 

via le Copyright Clearance Center Licence No : 4398850104217 et d’après Mendonça et al. 2005, 

réimprimée avec la permission de Braz J Med Bio Res via CC, License 4.0. 
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formes sporadiques que familiales. Ces inclusions sont considérées comme les plus spécifiques 

de la pathologie bien que tous les individus atteints n’en aient pas forcément. Pour exemple, les 

patients mutés au niveau du gène SOD1 porteurs de la mutation A4V ou H46R n’en auraient pas 

(Kato, 2007; Ohi et al., 2004; Shibata et al., 1996).  

 

 

La cystatine C (CysC) est un inhibiteur très puissant qui va permettre, entre autres, de neutraliser 

l’activité des cathepsines (protéases lysosomales) régulant ainsi la protéolyse de la voie endo-

lysosomale. Elle joue un rôle essentiel dans la balance du métabolisme protéique lors du 

vieillissement (Mathews and Levy, 2016). Impliquée dans les voies neurodégénératives ou 

neuroprotectrices (Mathews and Levy, 2016), elle est diminuée dans le LCR d’individus atteints de 

SLA et corrèlerait avec la survie de certains patients (Blasco et al., 2014; Pasinetti et al., 2006; 

Ryberg et al., 2010).   

La transferrine est une protéine de liaison au fer qui joue un rôle dans le transport de ce dernier 

aux différents tissus (Mizuno et al., 2006). Une dérégulation du fer provoque du stress oxydatif, 

impliqué dans les mécanismes de mort cellulaire des maladies neurodégénératives (Ashraf et al., 

2018; Guiney et al., 2017; Li and Reichmann, 2016). De récentes études ont mis en avant une 

dérégulation du métabolisme ferrique chez des individus atteints de SLA (Gajowiak et al., 2016; 

Veyrat-Durebex et al., 2014).Cette perturbation est liée à une diminution de survie des patients 

(Nadjar et al., 2012). Un essai clinique de phase III au Déferiprone (NCT03293069), médicament 

indiqué dans le traitement de la surcharge en fer est en cours (Moreau et al., 2018). Le fer serait 

Forme de SLA NF Ub P62 CysC SOD1 TDP-43 FUS DPR/Foci 

SOD1 + + + +/- +    

TARDBP + + + +  + +/-  

FUS + + + +   +  

C9ORF72 + + + +  +  + 

SALS + + + +  + +/-  

Tableau 2 | Variabilité des marqueurs neuropathologiques associés à chaque mutation. Les 

accumulations de neurofilaments (NFs), les marquages Ubiquitines (Ub), p62 et Cystatine C (CysC) 

seraient retrouvés dans tous les patients que ce soit des patients ayant une forme familiale ou sporadique. 

Les agrégats SOD1 seraient spécifiques des patients porteurs d’une mutation au niveau du gène SOD1. 

La protéine TDP-43, codée par le gène TARDBP serait agrégée dans la plupart des MNs SLA, excepté 

pour les patients mutés au niveau du gène SOD1 et FUS. Les agrégats de la protéine FUS ne sont pas 

retrouvés dans les patients mutés au niveau du gène SOD1 ou porteurs des expansions G4C2. Les MNs 

de patients porteurs des expansions au niveau du gène  C9ORF72 contiendraient spécifiquement des 

agrégats de protéines à motifs dipeptidiques (DPR) et des foci d’ARN (Blokhuis et al. 2013, Saberi et al. 

2015,  Ravits et al. 2013, Kato et al. 2007). (+) pour présence d’agrégats ou d’accumulation, (+/-) pour 

présence controversée ou variable.  
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d’ailleurs un potentiel biomarqueur de la pathologie (Ignjatović et al., 2013; Sheelakumari et al., 

2016; Zheng et al., 2017)(cf. p.26). 

 

(ii) Les inclusions en écheveaux 

Les inclusions en écheveaux ne sont pas visualisables avec un marquage classique Hématoxyline-

Eosine (Saberi et al., 2015). Ce sont des structures filamenteuses qui peuvent prendre une forme 

plus sphérique (Leigh et al., 1988) marquées par l’Ubiquitine, p62 et majoritairement par TDP-43 

(Arai et al., 2006; Leigh et al., 1988; Lowe et al., 1988; Neumann et al., 2006; Ravits et al., 2013).   

Comme nous l’avons vu précédemment, TDP-43 est une protéine à localisation majoritairement 

nucléaire impliquée dans le métabolisme des ARNs. De façon pathologique, on peut la retrouver 

au niveau cytoplasmique, ubiquitinylée, anormalement clivée et hyperphosphorylée (Arai et al., 

2006; Neumann et al., 2006). Des inclusions de TDP-43 ont été retrouvées chez des patients SALS 

et la majorité des FALS, excepté pour les individus mutés au niveau du gène FUS et SOD1. Chez 

les patients mutés FUS, ces inclusions, qui ne contiennent pas TDP-43, renferment la protéine FUS 

(Blokhuis et al., 2013; Deng et al., 2010; Maekawa et al., 2009; Saberi et al., 2015) (Tableau 2).   

Protéine de liaison à l’ubiquitine, p62 est codée par le gène SQSTM1 qui peut entraîner la SLA une 

fois muté (Fecto et al., 2011; Teyssou et al., 2013). L’ubiquitine marque les protéines devant être 

éliminées par le protéasome (Dantuma and Bott, 2014). Les agrégats d’ubiquitine sont une 

caractéristique classique des maladies neurodégénératives. Ils sont retrouvés chez tous les 

patients avec une SLA (Blokhuis et al., 2013; Saberi et al., 2015) (Tableau 2 et Fig. 5, p.24). Il a 

été suggéré que l’ubiquitinylation était une étape précoce considérant que plus d’agrégats 

ubiquitinylés pouvaient être retrouvés dans les formes de SLA agressives (Schiffer et al., 1991).  

 

(iii) Les accumulations des protéines du cytosquelette  

La polarité, la morphologie et l’intégrité des axones sont permises par le cytosquelette neuronal 

composé de microtubules (MTs), de microfilaments d’actines et de NFs (Kevenaar and 

Hoogenraad, 2015) (Fig. 6). Les NFs sont les principaux composants des axones. Ils permettent 

notamment de maintenir le calibre axonal (Yuan et al., 2017). Les MTs et les filaments d’actine sont 

des structures dynamiques qui permettent aux prolongements de se spécifier, de croître, de 

s’adapter et fournissent aux molécules motrices les routes pour le transport de protéines, vésicules 

et organites (Kevenaar and Hoogenraad, 2015).  
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Les accumulations de protéines du cytosquelette sont fréquemment observées dans les tissus 

post-mortem de patients SLA. L’accumulation de pNFs, de mitochondries et de lysosomes ainsi 

que la présence de sphéroïdes axonales contenant des protéines du cytosquelette (MTs et NFs) 

et des organelles (lysosomes, mitochondries) pourraient être le reflet d’une altération du transport 

axonal (De Vos and Hafezparast, 2017). 

 

LES NEUROFILAMENTS 

Ils sont formés par la polymérisation de 4 sous-unités : les NFs légers ou « light » (NF-L), les NFs 

lourds ou « heavy » (NF-H), NFs médians ou « medium » (NF-M) et l’α-internexine ou la périphérine 

localisées respectivement dans le SNC ou le SNP (Yuan et al., 2006, 2017) (Fig. 7).  

Les NFs sont essentiels à la mise en place du calibre axonal et par extension à la vitesse de 

conduction des axones myélinisés (Križ et al., 2000a; Yuan et al., 2017). Au contraire des axones 

de souris dépourvues de NF-L ou NF-M dont le calibre axonal et la vélocité sont réduits, le calibre 

des axones de souris dépourvues de NF-H n’est pas modifié, malgré une diminution de conduction 

expliquée par des perturbations de courants ioniques. Ces résultats ont suggéré que les NFs 

pourraient aussi moduler la fonction des canaux à la membrane (Križ et al., 2000b, 2000a). Entre 

autres ils seraient d’importants modulateurs synaptiques et réguleraient l’organisation de multiples 

organites comme les mitochondries (Schwarz and Leube, 2016), le réticulum endoplasmique (RE) 

(Rao et al., 2011) ou les endosomes et lysosomes (Styers et al., 2004; Yuan et al., 2017).  

Figure 6 | Distribution des constituants du cytosquelette neuronal. Le cytosquelette est composé 

des microfilaments d’actine, de MTs et de filaments intermédiaires (NFs). Les MTs sont nucléés au 

centrosome (c) et délivrés aux prolongements dendritiques et axonal. Les NFs sont très abondants et 

leurs phosphorylations permet de réguler leur éloignement et ainsi moduler le calibre axonal. Les 

microfilaments sont retrouvés dans toute la cellule, majoritairement près de la membrane plasmique 

(Pessoa-Pureur et al. 2017, réimprimée avec la permission de InTech  via CC, License 3.0). 
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Les NF-M et NF-H peuvent être phosphorylés de façon phénoménale au niveau de leur terminaison 

carboxylée (Snider and Omary, 2014). Cette phosphorylation est de plus en plus importante vers 

la partie distale de l’axone et est influencée par les voies de signalisation déclenchées par le stress, 

les neurotransmetteurs ou les facteurs de croissance (Holmgren et al., 2012). Cette hyper-

phosphorylation jouerait notamment un rôle dans la régulation du calibre, de la stabilité et du 

transport axonal (Shea et al., 2003; Snider and Omary, 2014). 

 

Les perturbations des NFs ne sont pas spécifiques de la SLA. De façon normale, on les retrouve 

hyperphosphorylés dans les tissus de sujets âgés (Gou et al., 1995) mais elles sont plus 

importantes chez des individus atteints de SLA ou d’autres pathologies neurodégénératives 

(Braissant, 2007). Des inclusions de NFs peuvent être retrouvées dans les corps de Bunina (Kato, 

2007) et près des inclusions en écheveaux dans la zone pré-axonale (Blokhuis et al., 2013). 

D’importants renflements neurofilamenteux sont aussi présents au niveau de la corne antérieure 

Figure 7 | Structure et assemblage des NFs périphériques et modifications post-

transcriptionnelles. A) Les NFs sont formés par différentes sous-unités : la périphérine (PRPH), les NFs 

légers (NF-L), médians (NF-M), et lourds (NF-H). Tous les NFs ont une structure tripartite : (i) une tête 

courte variable en terminaison aminée (N) contenant des sites de glycosylation ou de phosphorylation, (ii) 

une région centrale en hélice (orange) commune à tous les NFs ; hydrophobe, elle permet de stabiliser la 

formation des dimères, et (iii) une queue en terminaison carboxyle (C), sensiblement variable entre les 

sous-unités qui détermine leur différence de taille. La PRPH a une queue très courte qui contient 

uniquement un site de phosphorylation. Les NF-L ont un seul domaine après les hélices, riche en acide 

glutamique. NF-M et H possèdent ce domaine mais ont des queues beaucoup plus longues avec des 

domaines de répétitions Lysine-Sérine-Proline hautement phosphorylables. Les NF-M finissent par un 

domaine riche en Serine et Proline quant aux NF-H ils finissent par un domaine riche en Lysine Acide 

Glutamique et Proline. La phosphorylation des têtes évite celle de la queue à l’intérieur du soma. Celles 

des NF-L et NF-M altèrent les interactions avec d’autres protéines et influencent la croissance axonale. 

Les terminaisons carboxyterminales des NFs se phosphorylent en entrant dans l’axone et le long de leur 

transport axonal. L’état de phosphorylation des NFs augmente proximo-distalement le long de l’axone. B) 

Les sous-unités interagissent les unes avec les autres pour former des hétéropolymères avec la sous-

unité NF-L. Les NFs se forment d’abord par l’assemblage de deux dimères en tétramères, puis 8 

tétramères forment une unité de NFs qui formeront des filaments en s’associant par les extrémités de bout 

en bout (D’après Yuan et al. 2017). 
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de la moelle, dans le soma et dans la région proximale de l’axone (Carpenter, 1968; Mendonça et 

al., 2005; Sasaki et al., 1989). Alors que les NFs ne sont pas phosphorylés au niveau du soma et 

des dendrites, il peut y avoir une hyper-phosphorylation somatique chez les individus atteints de 

SLA (Manetto et al., 1988; Xiao et al., 2006a). Comme mentionné précédemment, les NF-L et les 

NF-H sont de plus en plus étudiés en tant que biomarqueurs diagnostics ou pronostics de la SLA. 

Actuellement les données suggèrent qu’ils pourraient être utilisés pour diagnostiquer des patients 

dont une SLA est suspectée (Schaepdryver et al., 2017) (cf. p.26). 

L’expression de la périphérine est augmentée en cas de lésion neuronale (Zhao and Liem, 2016). 

Son accumulation dans les corps de Bunina a été identifiée chez des patients SALS et des patients 

FALS mutés au niveau du gène TARDBP, FUS, C9ORF72 mais pas ceux mutés au niveau du gène 

SOD1 (Ravits et al., 2013). La périphérine est aussi retrouvée dans un autre type d’inclusions 

denses appelées « lewy-like » (He and Hays, 2004). Ces dernières, ubiquitinylées, sont retrouvées 

dans les neurones de patients SALS et de patients mutés au niveau du gène SOD1. Elles 

renferment la protéine SOD1 (Shibata et al., 1994, 1996).  

 

LA PROTEINE TAU 

La protéine Tau, importante pour l’assemblée et le maintien des MTs, s’agrège lors du 

vieillissement (Yang et al., 2005). Elle est surtout connue pour son rôle dans la maladie d’Alzheimer 

(Gao et al., 2018). Son agrégation a été mise en évidence dans certains tissus post-mortem de 

patients SLA avec des défauts cognitifs (Martinaud et al., 2005; Strong et al., 2006; Yang et al., 

2003).  

 

L’ACTINE 

L’actine est le principal composant des microfilaments. Les microfilaments d’actine sont impliqués 

dans divers mécanismes tels que la neurogénèse, la distribution des protéines cytoplasmiques, la 

mobilité des vésicules synaptiques ou la stabilité synaptique (Hensel and Claus, 2018). 

L’agrégation d’actine a été peu décrite chez les individus SLA. L’actine est le composé principal 

des corps d’Hirano, observables préférentiellement au niveau de l’hippocampe lors d’un 

vieillissement normal et dans les neurones de certains individus atteints de SLA ou de la maladie 

d’Alzheimer. Ce sont des corps éosinophiles qui contiennent entre autres Tau et des NF-M 

(Galloway et al., 1987; Hirano, 1994).  

 

(iv) Les focis et les peptides RANs 

Les patients porteurs d’expansions d’hexanucléotides G4C2 au niveau du gène C9ORF72 

possèdent des inclusions spécifiques provoquées par la transcription bidirectionnelle de la 
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répétition qui produit des ARNs sens et anti-sens. Ces derniers sont traduits sans la nécessité d’un 

site d’initiation (Zu et al., 2011). Ils produisent des protéines à motifs dipeptidiques (DPR) 

anormales sens et non-sens qui s’accumulent dans le cytoplasme (Ash et al., 2013; Mori et al., 

2013; Zu et al., 2013) (Fig. 8 and 9). Les ARNs délétères s’accumulent aussi et forment des « foci » 

(Fig. 8 and 9) retrouvés dans le cortex frontal et la moelle épinière des patients (DeJesus-

Hernandez et al., 2011; Gitler and Tsuiji, 2016; Ravits et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 | ARNs foci et accumulation de protéines dipeptidiques dans les tissus de patients 
porteurs d’expansions au niveau du gène C9ORF72. A-D) Les expansions de répétitions G4C2 forment 
des foci nucléaires dans le cortex frontal moteur et la moelle épinière des patients (A, B) qui sont absents 
dans les tissus d’individus contrôles (C, D) E-F) Agrégations de protéines dipeptidiques (E) dans le 
cerebellum de patients mutés au niveau du gène C9ORF72, absents (F) chez des individus dépourvus de 

ces expansions. Echelle : 10 µm (A, C), 20 µm (B- F). (D’après Dejesus Hernandez 2011, Ash et al 2013). 
Réimprimée avec la permission de Neuron via le Copyright Clearance Center Licence n° 

4400130478676 et 4400130662283. 
 



 
 

35 
 

 

--- 

Pour conclure, bien que l’analyse des tissus post-mortem ne représente que le stade final de la 

pathologie, elle donne des indices quant aux mécanismes impliqués dans la pathogénicité de la 

SLA, tels que la perturbation du transport axonal mis en évidence par la perturbation du 

cytosquelette, ou la dérégulation de l’homéostasie protéique et du métabolisme des ARNs mis en 

avant par la présence d’agrégats contenant des protéines spécifiques au maintien et à la régulation 

de ces phénomènes. En outre, plusieurs protéines, codantes pour des gènes mutés ou des variants 

à risque, sont retrouvées dans ces agrégats : SOD1, TDP43, FUS, p62 ou NF-H (Al-Chalabi et al., 

2012b). On peut donc penser que la découverte de nouveaux composés de ces inclusions pourra 

amener à la découverte de nouveaux gènes impliqués dans la SLA, comme cela a été le cas pour 

le gène TARDBP (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Enfin, à la différence des corps de 

Bunina, une grande quantité d’inclusions en écheveaux serait associée à une augmentation de la 

mort cellulaire, majoritairement au niveau de la moelle épinière (Welsem et al., 2002). Cela suggère 

Figure 9 | Trois hypothèses mécanistiques de la pathogénie des expansions au niveau du 

gène C9ORF72. Haut) Le gène C9ORF72 possède des répétitions d’hexanucléotides G4C2 dans 

une région non codante. Ces nombreuses répétitions sont la cause de DFT et/ou SLA. 

Actuellement 3 hypothèses expliqueraient pourquoi elles seraient pathogènes. Bas gauche) Les 

répétitions G4C2 causeraient une diminution de l’expression du gène, provoquant une diminution 

de protéine et une perte de fonction de C9ORF72. Bas centre) Les ARNs sont produits dans les 

deux sens de transcription, provoquant l’accumulation nucléaire ou cytoplasmique d’ARNs foci 

G4C2 et G2C4 (GGCCCC) ce qui provoquerait la séquestration des protéines de liaisons à l’ARN 

(dont des facteurs d’épissage), entraînant alors des défauts d’épissage. Bas droite) Les ARNs 

sens et anti-sens sont les substrats d’une traduction non classique qui générerait des protéines à 

motif dipeptidique (DPR) qui s’accumuleraient et entraineraient une toxicité (Gitler and Tsuiji, 

2016) Réimprimée avec la permission de Brain Res  via CC-NC-ND, License 4.0. 
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que ces deux types d’inclusions pourraient refléter deux phénomènes différents dans la cascade 

des mécanismes provoquant la pathologie.   
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CHAPITRE 2 : LES MECANISMES INTRINSEQUES AUX 

MOTONEURONES AU TRAVERS DES ANIMAUX MODELES DE SLA 

 

Les découvertes génétiques ont rendu possible le développement d’animaux modèles pour étudier 

l’évolution de la SLA de certaines formes familiales. S’il est vrai que chaque modèle a ses 

avantages et ses limitations, ils sont indispensables à la compréhension des processus impliqués 

et de leur imbrication mutuelle. Le modèle murin est le plus étudié avec plus de 4600 publications, 

surpassant de loin les autres modèles utilisés qui tournent autour de 70 à 200 publications (Tableau 

3)(Damme et al., 2017).  

 

 

I. LES SOURIS MODELES DE SLA 

Il existe plusieurs modèles de souris de la SLA (Tableau 4 au verso). La souris porteuse d’une 

surexpression du gène humain muté SOD1G93A, est jusqu’à présent le modèle le plus étudié et la 

majorité des découvertes mécanistiques le lui doivent (Gurney et al., 1994; Van Damme et al., 

2017). Ce modèle récapitule la plupart des signes cliniques et neuropathologiques des patients 

SLA. La force musculaire diminue vers le premier mois de vie de la souris qui se paralyse 

progressivement et décède de façon précoce. Neuropathologiquement, les MNs sont 

hyperexcitables très précocement et montrent des signes de souffrance axonale avant la phase 

 Levure C. Elegans Drosophile 
Poisson 

zèbre 

Modèle 

murin 

Neurones dérivés 

d’humains 

Homologie du génome 

avec l’humain 
30% 35% 75% >90% 100% 100% 

Conservation des 

protéines 
26% 35% 40% 75% 85% 100% 

Publication concernant 

la SLA 
~80 ~73 ~194 ~68 >4600 ~153 

Tableau 3 | Les différents modèles pour étudier la SLA. La levure, C. Elegans, la drosophile, le poisson 

zèbre, le modèle murin et les neurones humains dérivés d’iPSC ou directement induits permettent d’étudier 

les mécanismes impliqués dans la SLA. Outre leur faible coût et leur courte durée de vie, les modèles 

simplifiés comme la levure et les petits animaux modèles comme le nématode C.Elegans, la drosophile 

ou le poisson zèbre ont l’avantage de permettre un criblage génétique et un criblage de potentielles 

molécules thérapeutiques que le modèle murin ne permet pas. L’avantage de ce dernier est qu’il partage 

100% des gènes avec l’homme et que près de 80% des protéines sont conservées ce qui est d’autant plus 

pertinent pour tester des molécules thérapeutiques. Bien que le coût pour générer des neurones humains 

soit important, ce modèle a l’avantage de partager le génome et les protéines humaines directement de 

n’importe quel sujet sain ou malade permettant de modéliser des formes familiales et sporadiques où 

aucune cause génétique n’est identifiée (Van Damme et al. 2017). 
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symptomatique. A leur décès, les souris ont perdues 50% de leurs MNs. La protéine SOD1 est 

agrégée dans les MNs restants et il n’y a pas d’agrégats TDP-43, tout comme dans les tissus post-

mortem de patients mutés au niveau du gène SOD1 (Blokhuis et al., 2013; Vinsant et al., 

2013a)(Tableau 2 et 4).  

 

II. L’INITIATION DE LA SLA EST INTRINSEQUE AUX MOTONEURONES 

Grâce aux comparaisons entre ce modèle et les modèles murins où la protéine SOD1 mutée est 

spécifiquement diminuée ou uniquement présente dans un type cellulaire particulier, il a pu être 

mis en évidence l’importance de chaque type cellulaire dans l’initiation et la progression de la 

pathologie.  

Mutations 
Initiation 

(mois) 

Survie 

(mois)  

Perte des 

MNs+ 

Paralysie 

Inclusions 

 décrites 
Référence 

SOD1 
G93A 3 5 oui SOD1, NFs, LBL, Ub 

(Gurney et al., 

1994) 

G37R 4-6 6-8 oui nd 
(Wong et al., 

1995) 

H46R 5 6 oui SOD1, Ub, pNFs 
(Sasaki et al., 

2007) 

TARDBP 
A315T 3-4 5,5 oui Ub 

(Wegorzewsk

a et al., 2009) 

G348C 10 normale non 
TDP43, Ub, PRPH, 

NFs 

(Swarup et 

al., 2011) 

M337V 10 normale oui no  
(Arnold et al., 

2013) 

FUS 
R521C 1-2 4-6 oui Fus (<10%) 

(Qiu et al., 

2014) 

C9ORF72 G4C266 
6 nd nd 

Foci d’ARNs, pTDP43, 

DPR 

(Chew et al., 

2015) 

G4C2500 
16 16 oui 

Foci d’ARNs, DPR, 

TDP43 

(Peters et al., 

2015) 

Tableau 4 | Phénotypes de souris SLA en fonction du gène muté. Une souris vit environ 18 à 24 mois 

(Picher-Martel 2016). NFs , Neurofilaments ; DPR, Protéines à motif dipeptidique ; LBL, Lewy Body Like ; 
Ub, Ubiquitine ;PRPH, périphérine ; no, non observé ; nd, non décrit.  
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L’expression spécifique de la protéine SOD1 mutée dans les neurones (Jaarsma et al., 2008) ou 

les MNs (Boillée et al., 2006) est suffisante pour induire la dégénérescence des MNs. En outre, en 

diminuant l’expression de la protéine SOD1G37R uniquement dans les MNs, Boillée et al. ont pu 

prolonger la vie des souris d’un mois en retardant l’initiation de la SLA ainsi que sa progression. 

Ainsi, ces résultats ont suggéré que la pathologie débutait d’abord dans les MNs (Boillée et al., 

2006).  

Dans les souris SOD1G93A, Kang et al. ont observé une perturbation de la myéline avant l’initiation 

de la pathologie. En retirant le gène SOD1 muté uniquement des progéniteurs d’oligodendrocytes, 

ils ont pu augmenter la survie des souris en repoussant les premiers signes pathologiques (Kang 

et al., 2013). De plus, une étude in vitro a démontré que la diminution de la protéine SOD1 mutée 

dans les oligodendrocytes différenciés n’améliorait pas la survie des MNs, à la différence du retrait 

de la protéine mutée dans les progéniteurs (Ferraiuolo et al., 2016). Ces résultats suggèrent que 

les oligodendrocytes, essentiels à la myélinisation et au support trophique des neurones pourraient 

jouer un rôle dans la vulnérabilité des MNs à la SLA.  

D’un autre côté, Boillée et al. ont montré que la diminution de la protéine mutée SOD1G37R  dans les 

microglies permettait d’améliorer la survie des souris. Sans modifier son apparition, cela ralentit sa 

progression de près de deux mois (Boillée et al., 2006). De la même façon, il a été montré qu’une 

diminution de la protéine mutée SOD1G37R dans les astrocytes n’affectait pas le début de la 

pathologie mais ralentissait sa progression d’une cinquantaine de jours (Yamanaka et al., 2008).  

 

---- 

 

En conclusion, ces résultats ont suggéré que la SLA débutait dans les MNs et que les cellules 

environnantes jouaient un rôle déterminant dans la vitesse de progression de la SLA, en tout cas 

dans le modèle murin muté au niveau du gène SOD1.  

Le schéma au verso résume l’implication des différents gènes et mécanismes intrinsèques et 

extrinsèques associés à la SLA (Fig. 10). Les gènes et les mécanismes intrinsèques seront 

présentés plus en détails dans la partie suivante.  
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Figure 10 | Vue d’ensemble : Implication des différents gènes et mécanismes associés à la SLA. 

Inspirée de Van Damme et al. 2017 et réalisée à partir d’images Servier Medical Art via la license CC 3.0. 
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III. LES MECANISMES INTRINSEQUES AUX MOTONEURONES 

A ce jour, de nombreux gènes ont été associés à la SLA. Puisque la SLA est dans la plupart des 

cas lié à des mutations autosomiques dominantes, il est possible que le gène muté code pour une 

protéine dont la fonction est altérée ou modifiée. La fonction supposée de ces gènes a ainsi conduit 

à la déduction de plusieurs mécanismes pathologiques.  

Le tableau suivant présente une liste non exhaustive des gènes, classés selon ce qui pourrait être 

leur première conséquence pathologique (Tableau 5). 

 

Gène Fonction supposée de la protéine Transmission Référence 

Stress oxydatif et dysfonction mitochondriale 

SOD1 Métabolisme des radicaux superoxides AD, AR 
(Rosen et al., 
1993) 

CHCHD10 
Stabilité du génome mitochondrial et des crêtes 
mitochondriales 

AD 

(Bannwarth et al., 
2014; Johnson et 
al., 2014a; MinE 
ALS, 2018) 

Dysfonction de la dégradation protéique et de l’autophagie 

CCNF  Ubiquitinylation pour la dégradation au protéasome AD 
(Williams et al., 
2016) 

VCP Chaperonne, autophagie, Traffic vésiculaire AD 
(Johnson et al., 
2010) 

SQSTM1 
Ubiquitinylation des protéines pour être dégradées 
dans le protéasome et autophagie 

AD 
(Fecto et al., 
2011) 

UBQLN2 
Ubiquitinylation des protéines pour être dégradées 
dans le protéasome 

AD, Lié à l’X 
(Deng et al., 
2011) 

TBK1 Kinase, Autophagie et neuroinflammation AD 
(Freischmidt et 
al., 2015) 

OPTN 
Régule voie NFкB, trafic vésiculaire, exocytose, 
autophagie, maintenance Golgi 

AD, AR 
(Maruyama et al., 
2010) 

CHMP2B 
Complexe de l’endosome, trie protéines des corps 
multivésiculaires et de leur autophagie 

AD 
(Parkinson et al., 
2006) 

FIG4 
Phosphatase, Fonction lysosomale, trafic vésiculaire 
des endosomes 

AD, AR 
(Chow et al., 
2009) 

Métabolisme de l’ARN 

C9ORF72 
Transcription, régulation épissage ARNm et 
GTPases, trafic membranaire, inflammation, 
autophagie 

AD 

(DeJesus-
Hernandez et al., 
2011; Renton et 
al., 2011) 

TARDBP 
Protéine de liaison à l’ADN/ARN, métabolisme de 
l’ARN, maintenance de l’ADN, domaine prion-like 

AD, AR  
(Sreedharan et 
al., 2008) 

FUS/TLS 
Protéine de liaison à l’ARN, métabolisme de l’ARN, 
maintenance de l’ADN, domaine prion-like 

AD, A,  
(Kwiatkowski et 
al., 2009; Vance 
et al., 2009) 

SETX ADN/ARN hélicase, métabolisme ARN, ADN AD  
(Chance et al., 
1998) 

MATR3 
Protéine de liaison à l’ADN/ARN, interagit avec 
TDP43 

AD  
(Johnson et al., 
2014b) 
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ANG RNAse, stimule angiogenèse AD 
(Green et al., 
2006) 

ATXN2 
Métabolisme de l’ARN, interagirait avec RE et 
TDP43 

AD 
(Elden et al., 
2010) 

hnRNPA2B1 
hnRNPA1 

Protéines de liaison à l’ARN, régule le métabolisme 
et le transport des ARNs 

AD (Kim et al., 2013) 

TIA1 Granules de stress AD 
(Mackenzie et al., 
2017; Spek et al., 
2018) 

Excitotoxicité 

DAO D-Amino-acid oxidase, Fonction récepteur NMDA  AD 
(Mitchell et al., 
2010) 

Perturbation du cytosquelette et du transport cellulaire 

NEFH Sous unité des NFs, Transport axonal AD 
(Al-Chalabi et al., 
1999) 

DCTN1 Dynactine, Transport axonal lysosomes, endosomes AD (Puls et al., 2003) 

VAPB Trafic vésiculaire, Régulation Golgi/RE AD 
(Nishimura et al., 
2004) 

PRPH Sous unité des NFs périphériques AD 
(Corrado et al., 
2011; Leung et 
al., 2004) 

SPG4 Protéine de séparation des microtubules  AD, AR 
(Meyer et al., 
2005) 

PFN1 Polymérisation de l’actine AD (Fox et al., 2012) 

TUBA4A Composé majeur des MTs AD 
(Smith et al., 
2014) 

C21orf2 Organisation du cytosquelette, réparation de l’ADN AD 
(van Rheenen et 
al., 2016) 

NEK1 
Kinase, régulation cycle cellulaire, développement 
axonal 

nd 
(Brenner et al., 
2016) 

KIF5A Kinésine, Transport de neurofilaments, VAPB AD 
(Brenner et al., 
2018; Nicolas et 
al., 2018) 

Méchanismes multiples 

ALS2 Régule GTPases, autophagosome, trafic vésiculaire AR 
(Yang et al., 
2001) 

SPG11 
Cytosquelette, transport axonal, trafic vésicules 
synaptiques, expression génique 

AR 
(Orlacchio et al., 
2010) 

 

 

 

1. METABOLISME PROTEIQUE 

La dérégulation de l’homéostasie protéique peut provoquer l’accumulation d’agrégats 

cytoplasmiques et la mort cellulaire (Fig. 11) (Webster et al., 2017). Plusieurs gènes impliqués dans 

le métabolisme des protéines, et notamment dans l’autophagie, sont une cause génétique de SLA 

Tableau 5 | Mécanismes pathologiques pouvant être associés aux gènes mutés. RE : Réticulum 

Endoplasmique AR, autosomique récessif ; AD, autosomique dominant ; nd, non déterminé. (Maurel et al. 
2018 ; Ghasemi et al. 2018)  
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(Tableau 5). Parmi eux, l’ubiquiline 2, l’optineurine et p62 sont retrouvées dans les tissus post-

mortem de patients SLA. L’optineurine peut d’ailleurs colocaliser avec FUS dans les inclusions 

basophiles de patients mutés au niveau du gène FUS (Fecto et al., 2011; Maruyama, 2012). 

 

Les protéines acquièrent leur conformation dans le cytosol et le RE. Lorsque les protéines ne sont 

pas bien formées et que les molécules chaperonnes tels que HSP70 ne suffisent plus, la réaction 

UPS (Ubiquitin Proteasome Response) s’enclenche. p62, codée par SQSTM1/p62   reconnaît les 

protéines ubiquitinylées pour les adresser au protéasome et enclenche la voie de dégradation via 

les lysosomes et l’autophagie (Garcia-Huerta et al., 2016; Senft and Ronai, 2015). Si le système 

est débordé, des agrégats de protéines ubiquitinylées se forment. 

L’accumulation de protéines mal conformées, ou la surcharge du protéasome entraine la formation 

de structures périnucléaires, appelées agrésomes (Johnston et al., 1998; Kopito, 2000). Leur 

formation requiert p62 ainsi que HDAC6, qui va transporter les protéines polyubiquitinylées via des 

protéines motrices le long des MTs pour qu’elles soient enfermées dans une « cage » de filaments 

intermédiaires constituant une réponse protectrice au stress entrainé par la dérégulation de 

l’homéostasie protéique (Matsumoto et al., 2018; Rodriguez-Gonzalez et al., 2008; Zhang et al., 

2018).  

Figure 11 | Homéostasie protéique. (1) Les protéines mal conformées sont prises en charge par des 

molécules « chaperonnes » pour les replier, comme HSP70. La conformation des protéines s’effectue 

dans le cytosol et le réticulum endoplasmique (RE). (2) Lorsque les protéines mal repliées dans le cytosol 

ou le RE sont trop nombreuses, la réponse UPS (Ubiquitin Proteasome Response) ou la réponse UPR 

(Unfold Proteine Response) se déclenche respectivement. (3) Avec la réaction UPS, les protéines sont 

ubiquitinylées (UBQLN2, Ub) et envoyées vers le protéasome pour être dégradées. (4) Si le système est 

débordé, des agrégats de protéines ubiquitinylées se forment. (5) p62 les reconnaît et enclenche la voie 

de dégradation via l’autophagie et les lysosomes. (6) La réaction UPR entraîne la transcription  de gènes 

associés à la dégradation et l’autophagie.  (7) Les agrégats sont transportés via les MTs pour former des 

agrésomes. HDAC6 s’associe avec des complexes moteurs rétrogrades pour faciliter leur transport. (8) 

L’autophagie participe à l’élimination des agrésomes. En rouge, les gènes impliqués dans les différentes 

étapes de l’homéostasie protéique dont les mutations peuvent entraîner la SLA (Webster et al. 2017). 

N=noyau. Réalisée à partir d’images Servier Medical Art via la license CC 3.0. 
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 OPTN (Maruyama et al., 2010) code pour l’Optineurine. Comme p62, l’Optineurine à la capacité 

de lier des « cargos » ubiquitinylés jusqu’à l’autophagosome via les MTs. Elle est notamment 

impliquée dans la dégradation des mitochondries et des agrégats protéiques via l’autophagie (Ying 

and Yue, 2016).  

La phosphorylation de p62 et Optineurine par TBK1 - dont le gène muté est aussi une cause de 

SLA (Freischmidt et al., 2015) - favorise la dégradation des mitochondries (Richter et al., 2016; 

Weidberg and Elazar, 2011).  

VAPB module l’activité d’ATF6 (Gkogkas et al., 2008), un des gènes clés de la réponse UPR 

(Unfold Protein Response) déclenchée lorsque les protéines mal repliées dans le RE sont trop 

nombreuses. Elle entraîne la transcription de gènes associés à la dégradation (dont ATF6, PERK, 

et IRE1 via XBP1s). L’activation de PERK active notamment la transcription de gènes impliqués 

dans l’autophagie (Senft and Ronai, 2015). Dans les souris mutés SOD1G93A le stress UPR est 

augmenté dès la première semaine après la naissance suggérant que c’est un évènement précoce 

dans la pathologie (Atkin et al., 2008; Saxena et al., 2009). Les protéines PERK, ATF6 et IRE sont 

d’ailleurs surexprimées dans des tissus post-mortem de patients SALS (Atkin et al., 2008). 

Larroquette et al. ont montré que des marqueurs de stress du RE (PDI, BiP) et de l’autophagie 

(p62, LC3) étaient augmentés dans la souris VAPBP56S  (Larroquette et al., 2015). 

Aussi, une étude chez la souris SOD1G93A a montré que l’autophagie était dérégulée avant 

l’apparition des premiers symptômes. Son inhibition a accéléré la dénervation et a augmenté la 

survie des souris (Rudnick et al., 2017). En outre, Mitsui et al. ont montré que la surexpression de 

SQSTM1/p62 dans un modèle de souris SOD1 accélérait l’apparition des premiers symptômes 

(Mitsui et al., 2018). 

 

2. METABOLISME DES ARNS 

La découverte des mutations dans les gènes TARDBP et FUS a démontré l’importance des 

protéines de liaison à l’ARN (Tableau 5, p.38). Mutées, elles perdent leur localisation nucléaire et 

donc leur habilité à traiter les ARNs qu’elles ont à charge, tels que leur synthèse et leur dégradation 

et s’agrègent dans le noyau ou le cytoplasme (Kapeli et al., 2017). TDP-43 et FUS régulent 

l’épissage de multiples ARNs mais aussi les niveaux d’expression de protéines essentielles à la 

fonction neuronale (Lagier-Tourenne et al., 2012). Ainsi un métabolisme anormal des ARNs peut 

conduire à la production de protéines anormales (Fig. 12).  

L’équipe de Don Cleveland a démontré que l’agrégation ou la perte de TDP-43 nucléaire ne serait 

pas nécessaire à la dégénérescence des MNs de souris mutés TDP43M337V ou Q331V. En effet, dans 

les souris, les MNs dégénérent malgré l’absence d’agrégats TDP-43 et l’absence de délocalisation 
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de celle-ci, suggérant que la perte des MNs serait plutôt liée à une altération de l’épissage à un 

stade précoce de la maladie (Arnold et al., 2013).  

Parmi les cibles de TDP-43 se trouve notamment l’ARNm de NF-L qu’elle stabilise (Strong et al., 

2007). La surexpression de la protéine mutée TDP-43G348C pourrait provoquer l’accumulation de 

NF-M et NF-H ainsi que la diminution de la protéine NF-L dans la moelle épinière des souris 

transgéniques (Oberstadt 2018, Swarup 2011). Gu et al. ont montré que TDP-43 régulait aussi 

l’épissage de MAPT codant pour Tau (Gu et al., 2017) dont la dérégulation peut être aussi une 

cause DFT (Hutton et al., 1998; Kar et al., 2005)..(Donnelly et al., 2014) 

 

 

D’autre part, il a été montré que la perte de TDP-43 diminuait la synthèse d’HDAC6 (Fiesel et al., 

2010). HDAC6 est une histone déacétylase. En plus de son rôle dans l’homéostasie protéique, elle 

est importante dans la régulation de la transcription. Elle serait essentielle à l’assemblée des 

granules de stress (Kwon et al., 2007) et promouvrait la dernière étape de l’autophagie. Dans le 

modèle de souris SOD1G93A, l’expression d’HDAC6 est diminuée dès l’apparition des symptômes 

et sa surexpression améliore sa survie en favorisant la formation d’autolysosomes et la dégradation 

des agrégats de la protéine SOD1 (Chen et al., 2015). D’autant plus que la dérégulation de HDAC6 

favorise l’accumulation d’agrégats toxiques cytoplasmiques puisqu’elle est nécessaire à la 

régulation de l’agrésome de SOD1 (Fiesel et al., 2010; Xia et al., 2015). Outre son implication dans 

la formation d’agrésomes et la réponse au stress associée aux protéines mal repliées, dont 

l’autophagie (Boyault and Khochbin, 2008), HDAC6 régule aussi la stabilité du cytosquelette et le 

Figure 12 | Métabolisme des ARNs. Une perturbation des ARNs peut produire des protéines 

anormales et des ARNs toxiques. Une situation de stress peut induire la formation de granules de stress 

(GS) qui peuvent contenir des ARNs anormaux. La transcription des expansions G4C2 produit aussi des 

ARNs toxiques et la formation de foci nucléaires. Traduits, les ARNs issus des expansions produisent 

des protéines à motifs dipeptidiques appelées DPR. En rouge, les gènes impliqués dans les différentes 

étapes du métabolisme des ARNs dont les mutations peuvent entraîner la SLA. Donelly et al. 2014. 

N=noyau. Réalisée à partir d’images Servier Medical Art via la license CC 3.0.  
  



46  
 

transport axonal dont l’importance et leur rôle dans la pathogénicité de la SLA seront évoqués dans 

la partie suivante (Boyault et al., 2007; Van Helleputte et al., 2014). 

Quant à la protéine FUS, elle régule notamment les ARNs des sous-unités du récepteur 

glutamatergique AMPA, dont la sur-stimulation peut être excitotoxique (Udagawa et al., 2015; Vieira 

et al., 2010). Elle régule aussi l’ARNm des protéines SOD1, NF-L, M, et H, EAAT2 (transporteur du 

glutamate) ou encore d’Ubiquiline 2 et Tau (Lagier-Tourenne et al., 2012). 

La découverte des expansions G4C2 dans le gène C9ORF72 a appuyé l’hypothèse de la toxicité 

induite par une perturbation du métabolisme des ARNs (Fig. 8, p.30). Parce que les expansions 

G4C2 forment des structures qui facilitent les interactions ARN-ARN, l’agrégation des transcrits et 

la formation des foci nucléaires est favorisée (Haeusler et al., 2014; Reddy et al., 2013). 

L’agrégation des transcrits pourrait séquestrer des protéines de liaisons à l’ARN, dont des facteurs 

d’épissage, entraînant alors des défauts d’éditions des ARNs (Swinnen et al., 2018). 

Les souris porteuses d’expansions (G4C2)66 ont des inclusions de foci d’ARN, de protéines 

dipeptidiques et de TDP-43 phosphorylées en plus de la perte neuronale (Chew et al., 2015). 

L’administration d’un traitement ciblant les ARNs réduit les foci et les DPR tout en améliorant les 

capacités cognitives des souris (Jiang et al., 2016). Des modèles de drosophiles C9ORF72 

(G4C2)58 ont permis de mettre en évidence que les expansions compromettent le transport 

nucléocytoplasmique ce qui provoque un défaut d’exportation des ARNs et leur rétention nucléaire. 

Le transport nucléocytoplasmique est vital et pourrait être une des causes de la dégénérescence 

des MNs (Freibaum et al., 2015; Mor et al., 2014). 

D’autre part, en situation de stress, la transcription peut se bloquer et induire la formation très rapide 

de granules de stress par le biais de la protéine TIA-1 (Dewey et al., 2012; Li et al., 2013). Ces 

structures dynamiques agiraient en tant que « trieur » d’ARNs et détermineraient leur devenir 

(traduction, séquestration ou dégradation). En situation pathologique, ces granules peuvent 

perturber le métabolisme protéique et amplifier la formation d’inclusions cytoplasmiques (Dewey et 

al., 2012). Ces granules qui peuvent contenir des ARNs toxiques, peuvent aussi renfermer des 

facteurs de l’initiation transcriptionnelle, des sous-unités ribosomales et des protéines de liaisons 

à l’ARN tels que FUS, TDP43 ou hnRNPs  (Geuens et al., 2016) qui sont des ribonucléoprotéines 

dont les mutations causent aussi une SLA (Bentmann et al., 2013; Li et al., 2013). 

 

3. STUCTRURE AXONALE ET DESORGANISATION DU CYTOSQUELETTE 

Chez les souris SOD1G93A présymptomatiques plusieurs gènes codant pour des protéines liées au 

cytosquelette, dont KIF5A (Kinésine), ANK2 (Ankyrin 2) ou NFEM, sont dérégulés suggérant que 

la perturbation du cytosquelette est un phénomène précoce lié à l’initiation de la pathologie 

(Maximino et al., 2014).  
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Le fait que plusieurs mutations ou variants à risque touchent des gènes codant pour des protéines 

du cytosquelette renforce le rôle de ce dernier dans la pathogénèse de la SLA (Fig. 13 et Tableau 

5). La figure 12 illustre les protéines et les gènes de SLA impliqués dans le transport axonal et le 

cytosquelette. 

 

Plusieurs gènes causaux tels que TUBA4A qui code pour un composé majeur des MTs ou KIF5A 

codant une protéine motrice affectent directement le transport axonal. En effet, les MTs sont 

essentiels à la répartition des protéines tout au long des neurones puisque ce sont les routes 

qu’empruntent les mitochondries, les vésicules ou même les NFs pour se répartir tout le long de la 

cellule.  

La profiline 1 (PFN1) (Fox et al., 2012) est cruciale pour la polymérisation de l’actine (Suetsugu et 

al., 1998), composée des microfilaments et interviendrait dans la régulation du réseau de MTs 

(Henty-Ridilla et al., 2017).  L’Ubiquitine, p62 et PFN1 s’accumulent dans les MNs de souris 

PFN1C71G qui développent une paralysie progressive. La dégénérescence des MNs de souris 

mutantes PFN1C71G est préalable à l’agrégation de la protéine ce qui suggère que ces agrégats ne 

seraient pas la cause primaire de la dégénérescence des MNs (Yang et al., 2016).  

 

Figure 13 | Transport et cytosquelette. Les NFs (NF-L, NFM, NF-H et périphérine (PRPH)) participent 

à la régulation de l’activité synaptique et du calibre axonal. Le transport axonal des organelles et vésicules 

est indispensable aux MNs. Les transports rétrogrades (de l’axone vers le soma) et antérograde (du 

soma vers l’axone) sont médiés par des protéines motrices le long des microtubules : dynéines et 

kinésines respectivement. La dynactine (DCTN1) stabilise la liaison MTs/cargo/dynéine. La Kinésine 1 

(KIF5A) peut  transporter des NFs. FIG4 régule le transport rétrograde des endosomes, quant à la 

spatascine (SPG11) elle régule le transport antérograde. Les microtubules sont composés de tubulines 

(TUBA4A) qui se polymérisent et se dépolymérisent. SPG11 participe à la stabilité du cytosquelette. 

SPG4 participe à la séparation des microtubules. La profiline (PFN1) est impliquée dans la polymérisation 

de l’actine. C21ORF2 et NEK1 régulent l’organisation du cytosquelette.  En rouge, les gènes associés 

au cytosquelette dont les mutations peuvent entraîner la SLA. De Vos et Hafezparast  2017. Réalisée à 

partir d’images Servier Medical Art via la license CC 3.0. 
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Une mutation au niveau des filaments intermédiaires lourds (NFEH) (Figlewicz et al., 1994; Garcia 

et al., 2006) ou de la Périphérine (PRPH) (Corrado et al., 2011; Gros-Louis et al., 2004; Leung et 

al., 2004), confèrent un risque de développer la pathologie. Les NFs semblent être agrégés au 

niveau proximal de l’axone des MNs du modèle murin SOD1 et des patients SLA  (Sasaki and 

Iwata, 1996a; Sasaki and Maruyama, 1992a; Sasaki et al., 1989, 2005a). Les NFs ont été 

suspectés depuis longtemps dans la pathogénicité de la SLA or la surexpression des NF-L ou des 

NF-H chez la souris SOD1G93A prolonge leur survie (Kong and Xu, 2000). Plus que l’accumulation 

en elle-même, c’est le déséquilibre des différentes sous unités qui pourrait être délétère.  

L’organisation du cytosquelette, formée par les MTs, les NFs et filaments d’actine est indispensable 

pour maintenir la structure axonale et la fonction des MNs. La souffrance axonale est d’ailleurs un 

des signes neuropathologiques majeurs  de la SLA et les NFs sont parmi les biomarqueurs les plus 

prometteurs de la pathologie (cf. p.26).  

 

4. METABOLISME ENERGETIQUE 

La dérégulation du transport axonal peut aussi avoir une répercussion sur le métabolisme 

énergétique des MNs puisque les mitochondries sont transportées le long de l’axone sur les MTs. 

Plusieurs mutations associées à la SLA jouent un rôle au niveau de la mitochondrie : CHCHD10 

(Bannwarth et al., 2014; Johnson et al., 2014a), SOD1, VAPB, ou encore VCP (Muyderman and 

Chen, 2014) ce qui n’est pas étonnant considérant le besoin énergétique énorme des MNs. Des 

changements morphologiques mitochondriaux ont déjà été observés chez des individus atteints de 

SLA (Sasaki and Iwata, 2007).  

Higgins et al. ont observé la présence de la protéine SOD1 mutée dans l’espace intermembranaire 

mitochondrial des souris SOD1G93A et suggéré que cela pouvait entrainer la dégénérescence des 

mitochondries (Higgins et al., 2003). Magrané et al. ont montré que cette mutation chez le modèle 

de souris SOD1, n’altérait pas seulement la forme mais aussi la distribution des mitochondries qui 

se regroupaient dans les axones (Magrané et al., 2014). Aussi, Vande Velde et al. ont montré que 

l’organisation en réseau des mitochondries somatiques était perturbée chez la souris mutée SOD1 

présymptomatique (Vande Velde et al., 2011).  

Quant à la protéine TDP-43, Wang et al. ont montré qu’elle s’accumulait dans les mitochondries de 

neurones de certains patients SLA. Chez la souris TDP43A315T, ils ont montré que la diminution 

mitochondriale de la protéine diminuait la perte neuronale et améliorait le phénotype moteur (Wang 

et al., 2016). Magrané et al. ont aussi observé que des anomalies morphologiques apparaissaient 

avec la progression de la pathologie chez la souris TDP43A315T  soit plus tard que chez la souris 

SOD1 mutée où les défauts ont été observés avant l’initiation de la pathologie (Magrané et al., 

2014).  
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Que ce soit pour les modèles murins mutés au niveau de SOD1 ou TDP-43, il a été montré que le 

transport mitochondrial antérograde, essentiel à l’apport en ATP tout le long de l’axone, était 

perturbé en post-symptomatique à la différence du transport rétrograde dont les défauts 

apparaissaient plus précocement (Magrané et al., 2014). 

Ces données montrent bien l’importance de l’apport en énergie aux MNs et pourraient expliquer 

une part de la vulnérabilité spécifique de ces cellules (Turner et al., 2013). 

 

5. EXCITOTOXICITE 

Les neurones sont des cellules sensibles à l’excitotoxicité induite par une stimulation excessive du 

glutamate. L’activation soutenue des récepteurs dendritiques par ce neurotransmetteur peut 

entraîner la dépolarisation prolongée des neurones et peut entrainer la mort de la cellule (Doble, 

1999; Van Den Bosch et al., 2006).  

Des études ont montré que le glutamate était anormalement relargué au niveau des terminaisons 

nerveuses de la moelle épinière des souris SOD1G93A présymptomatiques (Bonifacino et al., 2016; 

Milanese et al.) et que les MNs spinaux était hyperexcitables (Jiang et al., 2017). En outre, le 

récepteur EAAT2, qui recapture le glutamate serait sous-représenté dans les astrocytes de patients 

et de souris mutées au niveau du gène SOD1. Les astrocytes ne seraient donc pas capables de 

capturer le surplus de glutamate à la synapse ce qui renforcerait le phénotype hyperexcitable 

(Taylor Rosenblum and Trotti, 2017). Empêcher la dégradation de EAAT2 ou augmenter son 

expression a d’ailleurs permis d’améliorer la survie des souris SOD1G93A en retardant la progression 

de la maladie (Guo et al., 2003; Rosenblum et al., 2017). Ces résultats suggèrent que la perte 

d’EAAT2 contribue à la dégénérescence des MNs mais ne la cause pas.  

De plus, la vulnérabilité des MNs, humains et murins, serait exacerbée par une dérégulation des 

sous-unités du récepteur AMPA ce qui les rend plus perméables aux ions Ca2+, nécessaires au 

déclenchement des potentiels d’action (Kawahara et al., 2003; Van Damme et al., 2002). Van 

Damme et al. ont en effet démontré que la déficience en GluR2, une sous unité du récepteur AMPA 

accélérait la pathologie du modèle murin SOD1G93A (Van Damme et al., 2005). 

A noter que le Riluzole, qui est un traitement donné aux patients permettant d’augmenter 

l’espérance de vie de quelques mois, exercerait un effet protecteur via son action sur l’excitabilité 

neuronale, notamment en diminuant les courants Na+ persistants (Bellingham, 2011).  
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CHAPITRE 3  : LES MOTONEURONES, CLEFS DU MOUVEMENT 

VOLONTAIRE 

 

Que ce soit le SNC ou le SNP, tous deux transmettent des informations motrices ou sensitives. 

Nous possédons un système moteur volontaire qui nous permet de bouger en se chargeant de 

transmettre les informations de notre cerveau jusqu’à nos muscles squelettiques et un système 

nerveux autonome qui nous permet par exemple de réagir lorsqu’on se brûle, de réguler nos 

battements cardiaques en fonction des besoins, de respirer ou de digérer. 

 

Dans les parties qui suivent, sera exposé comment la motricité volontaire s’organise pour 

transmettre l’information du SNC et provoquer une contraction musculaire avec un focus sur la voie 

pyramidale et les différents MNs empruntant cette voie. Dans un troisième temps, les différences 

de vulnérabilité cellulaire puis subcellulaire des MNs à la SLA seront présentées. 

I. DE L’IDEE AU MOUVEMENT 

Afin de produire un mouvement11 plusieurs étapes sont nécessaires : la prise de décision, la 

programmation puis l’exécution de celui-ci (Allen et Tsukahara 1974; Cheney 1985). L’exécution 

en tant que telle dépend de deux voies motrices : la voie pyramidale, responsable de la motricité 

volontaire propre et la voie extrapyramidale qui permet d’affiner ce mouvement. Le diagnostic de 

SLA est posé lorsque l’individu montre des signes de dégénérescence sur l’ensemble de la voie 

pyramidale (Brooks, 1994a; Brooks et al., 2000). 

 

1. LA VOIE PYRAMIDALE 

La voie pyramidale (Fig. 14) véhicule les informations depuis le cortex jusqu’aux muscles qui se 

contractent au passage de l‘influx nerveux12. Elle comprend la voie cortico-spinale, connectée aux 

MNs spinaux et la voie cortico-bulbaire ciblant les nerfs crâniaux moteurs (Knierim s. d.; Hasboun 

2013).  

 

En ce moment, vous lisez de gauche à droite, vos yeux bougent, vous utilisez la voie cortico-

bulbaire responsable de la motricité de la face (Fig. 14). Cette voie fait intervenir des neurones 

corticaux qui se connectent aux noyaux moteurs des nerfs crâniens tout le long du tronc cérébral 

de façon directe ou indirecte par le biais d’interneurones (Hasboun, 2013; Knierim, 2018). 

 

                                                      
11 Mouvement : mise en jeu de deux muscles antagonistes afin que l’articulation soit mobilisée 
12 La voie pyramidale est différente entre les primates et les rongeurs. Chez les primates, la voie pyramidale descend du 

côté ventral et latéral de la moelle épinière alors que chez la souris, elle ne descend qu’en position dorsale. De plus, à la 
différence des primates, les souris n’ont pas de connexions monosynaptiques entre les MNs corticaux et spinaux (Bray, 
2017).  
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Vous arriverez bientôt à la fin de la page que vous pourrez tourner grâce à la voie cortico-spinale 

(Fig. 14). Les premiers MNs de cette voie prennent aussi naissance au niveau du cortex moteur. 

Ils descendent tout le long du tronc cérébral jusqu’au bulbe rachidien. Parmi ces neurones, environ 

90% croiseront la ligne médiane à ce niveau et passeront dans le cordon ventro-latéral de la moelle 

épinière pour former la voie cortico-spinale croisée. A chaque segment médullaire, une partie des 

fibres de cette voie se connecte sur des MNs, directement ou indirectement par le biais 

d’interneurones. Ces MNs innervent alors les muscles des membres. Les 10% restant continuent 

en ipsi-latéral. Ils forment le faisceau cortico-spinal ventral en se projetant sur les MNs et 

interneurones qui relient les muscles axiaux, responsables des mouvements du tronc et donc de la 

posture (Hasboun, 2013; Knierim, 2018). 

 

Les individus atteints de SLA perdent cette capacité exécutive puisque ce sont les MNs de la voie 

pyramidale qui dégénèrent, entrainant des symptômes caractéristiques d’une atteinte des 

neurones du cortex moteur et caractéristiques d’une atteinte des MNs. Le tableau ci-dessous 

présente les signes cliniques associés à une atteinte de la voie pyramidale complète ou partielle 

(Tableau 6). 

 

 Figure 14 | La voie pyramidale. 

A) Voie cortico-bulbaire. Les 

neurones du cortex moteur 

(orange) se connectent aux MNs 

bulbaires (rouge) pour innerver les 

muscles de la face. B) Voie cortico-

spinale. Sa partie corticale (bleu) se 

divise en deux : 90% décussent au 

niveau bulbaire pour se connecter 

aux MNs spinaux et innerver les 

muscles des membres contro-

latéraux. Les 10% restants 

continuent en ipsi-latéral puis 

croisent la ligne médiane au 

moment de se connecter aux MNs 

spinaux pour innerver les muscles 

axiaux contro-latéraux. 

C) Que ce soit au niveau bulbaire 

ou le long de la moelle épinière, 

chaque neurone se connecte aussi 

à un interneurone (jaune). Ce circuit 

permet notamment la coordination 

des mouvements. Hasboun, 2013; 

Knierim, 2018. Réalisée à partir 

d’images Servier Medical Art via la 

license CC 3.0.  
  



 
 

53 
 

 

 SLA 
Neurones  

du cortex moteur 

 MNs bulbaires et 

spinaux 

Atteinte des groupes 

musculaires 
Petite puis large Large Petite  

Atrophie musculaire Oui Rare Oui 

Faiblesse musculaire +++ + +++ 

Fibrillations Oui Non Oui 

Fasciculations  Oui Non Oui 

Spasticité et Hyperflexie Oui Oui Non 

 

 

2. LA VOIE EXTRAPYRAMIDALE 

La perturbation de la voie extrapyramidale n’entre pas dans les critères de l’Escorial pour poser le 

diagnostic de SLA mais constitue une variante de la pathologie (Brooks, 1994b; Brooks et al., 

2000). En effet, plusieurs études ont montré que des individus atteints de SLA pouvaient montrer 

des signes cliniques extra-pyramidaux (McCluskey et al. 2014).  Cette voie fait intervenir les noyaux 

gris centraux et le cervelet. Un dérèglement de noyaux de la base perturbera le mouvement mais 

ne va pas l’empêcher. Cela provoque des difficultés à initier le mouvement ou des mouvements 

anormaux. C’est le cas des patients atteints de la maladie de Parkinson ou de la chorée de 

Huntington. Bien que rares, des cas de Parkinson et SLA concomitants ont déjà été rapportés 

(Zoccolella et al. 2002). De façon surprenante, l’agrégation de la protéine SOD1 mal conformée a 

été associée à la perte neuronale observée chez des individus atteints de la maladie de Parkinson 

Tableau 6 | Signes cliniques associés à une atteinte de la voie pyramidale complète ou partielle. 

Par définition la SLA est une maladie affectant l’ensemble de la voie pyramidale, caractérisée par une 
atteinte des neurones du cortex moteur et une atteinte des MNs. L’atteinte des neurones du cortex moteur 
est caractérisée par une atteinte de larges groupes musculaires alors qu’une atteinte des MNs inférieurs 
peut être limitée à un petit groupe de muscles. La SLA commence généralement par affecter un petit 
groupe de muscles puis s’étend à l’ensemble des muscles volontaires. En résulte une atrophie musculaire, 
observée lors d’une atteinte des MNs inférieurs. Lors d’une atteinte des neurones du cortex moteur, 
l’atrophie est plus rare car les muscles continuent de recevoir les facteurs trophiques des MNs inférieurs 
toujours présents. A cause de l’atrophie des muscles, l’atteinte des MNs inférieurs se traduit par une 
faiblesse très importante jusqu’à la paralysie alors que l’affection supérieure entraine une faiblesse plus 
graduée (parésie). Les fasciculations (contractions involontaires et isolées) et la spasticité (contraction 
continue) sont deux symptômes précoces de SLA. En cas d’atteinte des neurones du cortex moteur, les 
MNs sont constamment activés car ils ne reçoivent plus l’information d’arrêter le mouvement. Se produit 
alors une spasticité musculaire et une augmentation du tonus qui se traduit généralement par des 
crampes. Les fibrillations sont des symptômes communs à l’atteinte des MNs inférieures et à la SLA. Ce 
sont des contractions dues aux fibres axonales restantes. L’hyperflexie (augmentation du réflexe 
d’étirement) est typique d’une atteinte des neurones du cortex moteur alors qu’elle est absente ou faible 
lors d’une atteinte des MNs inférieurs (Knierim. 2018, Talman et al. 2016). 
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(Trist et al. 2017). Le cervelet permet quant à lui de coordonner et de synchroniser les mouvements. 

De ce fait, des lésions au niveau du cervelet provoqueront entre autres des troubles de l’équilibre 

et de la posture. Des pertes neuronales de cellules cérébelleuses ont aussi été observées chez 

certains individus atteints de SLA (Tan et al. 2016; Prell et Grosskreutz 2013).  

 

II. L’EXCITABILITE DES MOTONEURONES DE PATIENTS SLA 

Les fasciculations et les crampes caractéristiques des individus atteints de SLA sont signes d’une 

perturbation de l’excitabilité des MNs (Kanai et al., 2006). Principalement deux techniques 

permettent dorénavant d’évaluer l’excitabilité des MNs corticaux ou spinaux chez les patients. La 

stimulation magnétique transcrânienne (TMS) est une technique qui permet d’évaluer l’intégrité 

fonctionnelle du cortex moteur et des neurones du cortex moteur (Geevasinga et al., 2014; Vucic 

et al., 2013). Les techniques de « threshold tracking nerve conduction studies» (TTNCS) 

permettent de mesurer l’excitabilité axonale au niveau du site de stimulation, ici le nerf médian 

moteur (Nakata et al., 2006), et donc d’estimer l’excitabilité des MNs spinaux. Majoritairement deux 

équipes – du Dr Kiernan et du Dr Hattori – se focalisent sur ces perturbations des MNs dans la SLA 

et ont suggéré que les deux types de MNs étaient hyperexcitables (Tableau 7).  

Les études qui ont mesuré l’excitabilité corticale s’accordent sur le fait que le réseau cortical des 

patients SLA est hyperexcitable. De façon intéressante, les travaux de Vucic et al. ont suggéré que 

l’hyperexcitabilité est pré-symptomatique (Vucic et al., 2008) et pourrait être due à une perturbation 

des circuits inhibiteurs GABAergiques qui augmenterait avec la progression de la maladie (Shibuya 

et al., 2017; Vucic et al., 2009).  

Plusieurs études ont postulé que l’augmentation d’excitabilité et des crampes est associée aux 

changements de densité des courants ioniques et serait préalable à la mort neuronale (Iwai et al., 

2016; Kanai et al., 2006; Tamura et al., 2006). Des études TTNCS ont suggéré qu’une 

augmentation des courants sodiques (Na+) persistants et qu’une diminution des courants 

potassiques (K+) prédisposeraient les axones spinaux de patients SLA à générer des fasciculations 

et des crampes (Vucic and Kiernan, 2006). L’altération serait plus prononcée au niveau distal 

(Nakata et al., 2006) supportant l’hypothèse de dying-back où l’axone dégénère avant le soma 

(Fischer et al., 2004). Une étude immunohistochimique a rapporté que l’expression des canaux 

Kv1.2 était réduite dans les racines de tissus post-mortem de patients SALS, ce qui pourrait 

expliquer la diminution des courants K+ (Shibuya et al., 2011). Tamura et al. avaient d’ailleurs 

suggéré en 2006 que le Mexilétine – bloqueur de courants sodiques – pouvait être un potentiel 

traitement (Tamura et al., 2006). De façon intéressante, l’augmentation des courants Na+ 

persistants semble être associée à une diminution de l’espérance de vie de patients atteints de 

SLA (Kanai et al., 2012). Depuis, trois essais cliniques au Mexilétine ont été lancés, dont un était 

en phase IV (NCT01811355) dès 2013.  
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D’autre part, une étude sur 18 individus atteints de SLA a montré que plus de la moitié d’entre eux 

avaient une atteinte des fibres sensitives suggérant que bien qu’à un moindre degré, ce ne sont 

pas seulement les fibres motrices qui peuvent être atteintes dans cette maladie (Isak et al., 2016). 

 

Nombre de 

patients  

SLA 

Protocole Conclusion Réf. 

Excitabilité corticale 

60 TTNCS nerf médian du poignet et TMS 
Hyperexcitabilité corticale 

présymptomatique (SOD1) 

(Vucic et al., 

2008) 

45 TTNCS nerf médian du poignet et TMS 
Hyperexcitabilité corticale spécifique à la 

SLA 

(Vucic et al., 

2008) 

15 TTNCS nerf médian du poignet et TMS 
Perturbation circuits inhibiteurs 

intracorticaux 

(Vucic et al., 

2009) 

24 TTNCS nerf médian du poignet et TMS 
Hyperexcitabilité corticale préalable à la 

dysfonction des MNs spinaux 

(Menon et al., 

2015) 

19 TMS Hyperexcitabilité corticale (C9ORF72) 
(Schanz et al., 

2016) 

189 TTNCS nerf médian du poignet et TMS 

↑Perturbation circuits inhibiteurs 

intracorticaux avec la progression de la 

SLA 

(Shibuya et 

al., 2017) 

Excitabilité spinale 

26  TTNCS nerf médian au poignet 
↑ courant Na+ persistants 

↓ courants K+ 

(Vucic and 

Kiernan, 2006) 

22 
TTNCS nerf médian du poignet et 

« point moteur » (axones plus distaux) 

Perturbations des canaux K+ en position 

plus distale qu’en amont du nerf. 

(Nakata et al., 

2006) 

36 TTNCS nerf médian du poignet ↑ courants Na+ persistants 
(Tamura et al., 

2006) 

58 TTNCS nerf médian du poignet 
↑ courants Na+ puis 

↓ courants K+ 

(Kanai et al., 

2006) 

112 TTNCS nerf médian du poignet 
↑courants Na+ persistants corrèle avec 

une survie plus courte 

(Kanai et al., 

2012) 

140 TTNCS nerf médian du poignet 
↑ courants Na+ persistants puis 

↓ courants K+ 

(Iwai et al., 

2016) 

 

 

 

 

 

Tableau 7 | Excitabilité corticale et spinale des MNs de patients SLA. L’excitabilité corticale mesurée 

par les techniques de stimulation transcrânienne (TMS) et l’excitabilité spinale mesurée par les techniques 
de threshold tracking (TTNCS) ont suggéré que le réseau cortical et le réseau spinal des patients SLA étaient 
hyperexcitables.  
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 III. LA DIVERSITE DES MOTONEURONES SPINAUX  

Comme expliqué ci-dessus, la voie pyramidale est formée de deux grands types de neurones selon 

leur localisation somatique : les neurones du cortex moteur qui sont glutamatergiques et les MNs 

bulbaire et spinaux qui sont acétylcholinergiques. Si tous les MNs spinaux sont cholinergiques, ils 

ne sont pas tous identiques et ne sont pas tous aussi sensibles à la dégénérescence. Il est possible 

de les classer d’un point de vue anatomique et fonctionnel.  

 

1. DU POINT DE VUE ANATOMIQUE 

Tout au long de la moelle épinière, les corps cellulaires des MNs projettent leurs axones dans 

différentes directions pour se connecter à des types de muscles particuliers. A chaque segment 

médullaire, une partie des fibres de la voie cortico-spinale se termine sur des colonnes de MNs qui 

elles-mêmes se subdivisent en « pool » de MNs (groupe de MNs qui innerve un seul muscle). 

Chaque colonne et chaque pool occupent une place spécifique le long de la corne ventrale de la 

moelle épinière, quel que soit l’axe anatomique, suivant une topologie logique en fonction des 

muscles qu’ils ciblent (Dasen and Jessell, 2009).  

On distingue 6 colonnes (Fig. 15) : 

La colonne LMC (lateral motor column) est la plus latérale. Elle innerve les muscles des membres. 

Il existe une colonne brachiale (pour le membre supérieur) et une colonne lombaire (pour le 

membre inférieur). Cette même colonne se subdivise en 2 à chaque niveau, LMC latérale et LMC 

médiane. Les MNs des pools latéraux innervent préférentiellement les muscles extenseurs dorsaux 

alors que les pools médians innervent les muscles fléchisseurs ventraux. Les membres étant 

Figure 15 | Les colonnes de MNs sont subdivisées en « pool » de MNs. A) Colonnes de MNs le long 

de la moelle épinière. De façon logique les colonnes de MNs destinées aux membres (LMC) sont 

retrouvées au niveau brachial et lombaire alors que les colonnes destinées aux muscles axiaux (MMC) 

sont retrouvées tout le long de la moelle épinière. Inspirée de Davis-Dusenbery et al. 2014. B) Ces colonnes 

se divisent en groupes de MNs destinés à innerver un même muscle (Pools). Réalisée à partir d’images 

Servier Medical Art via la license CC 3.0. 
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souvent les premiers atteints dans la SLA, c’est donc cette colonne qui est la plus touchée (Swinnen 

and Robberecht, 2014). 

La colonne MMC (median motor column) est la plus interne et la plus longue des colonnes. Elle 

se situe tout le long de la moelle épinière et regroupe les corps cellulaires des neurones innervant 

les muscles axiaux (Dasen et Jessell 2009; Gutman, Ajmera, et Hollyday 1993). 

La colonne SAC (spinal accessory column) et la PMC (phrenic motor column) se trouvent au 

niveau cervical de la moelle. SAC innerve les muscles mastoïdiens et 4 muscles du cou (Brichta, 

Callister, et Peterson 1987), tandis que la PMC innerve le diaphragme, essentiel à la respiration 

(Song, Ashwell, et Tracey 2000; Webber et Pleschka 1976; Allan et Greer 1997). Dans la majorité 

des cas, les individus atteints de SLA décèdent d’une insuffisance respiratoire causée par la 

faiblesse du diaphragme (Braun et al., 2018).  

La colonne HMC (hypaxial motor column), se trouve au niveau thoracique et innerve les muscles 

intercostaux et abdominaux (Gutman, Ajmera, et Hollyday 1993). 

La colonne PGC (preganglionic motor column) est constituée de deux parties, une thoracique, et 

l’autre sacrale. Toutes deux sont impliquées dans le système nerveux autonome et ne jouent donc 

pas de rôle dans la motricité. Cette colonne serait donc épargnée par la SLA. Les fonctions de ces 

MNs viscéraux ont été résumé par Stifani (Stifani 2014).   

 

2. DU POINT DE VUE FONCTIONNEL  

Chaque groupe de MNs innerve un seul muscle et partage des caractéristiques moléculaires et 

morphologiques qui lui est propre (Dasen et Jessell 2009; Stifani 2014). Bien qu’avec une signature 

particulière, un pool de MNs rassemble des MNs aux propriétés fonctionnelles différentes, définies 

par le type de fibres musculaires qu’ils ont pour cible. Un même MN peut innerver plusieurs fibres 

(unité motrice) mais chaque fibre musculaire est innervée par un seul et unique MN. 

Un muscle est donc composé de plusieurs types de fibres (intrafusales et extrafusales) innervées 

par un type de MNs particulier (Fig. 16). Les fibres intrafusales, impliquées dans la proprioception 

et la sensibilité du muscle sont innervées par les MNs γ. Les fibres extrafusales se subdivisent en 

3 : les fibres à contractions lentes (SFR, Slow Fatigue-Resistant), intermédiaires (FFR, Fast 

Fatigue-Resistant) et rapides (FF, Fast-Fatiguable) qui sont innervées respectivement par les MNs 

α-lent, α-intermédiaire et α-rapide. Les fibres extrafusales sont responsables de la contraction 

musculaire et du mouvement. Les MNs β innervent les deux types de fibres musculaires, intra et 

extrafusales (Purves et al., 2001a, 2001b). 

Les fibres dites lentes, ont un pouvoir faible, mais une grande résistance à la fatigue. Au contraire, 

les fibres dites rapides y sont très sensibles. Puisque tous les muscles n’ont pas les mêmes 

fonctions et donc pas le même besoin d’apport en énergie ou le même besoin de force, le ratio 
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entre les différentes fibres varie pour s’adapter à l’activité demandée par le même muscle. Par 

exemple, les muscles impliqués dans la posture (comme les muscles du dos, du cou, ou des 

jambes), contiennent une majorité de fibres à contraction lente, donc des MNs α-lents, car ils sont 

plus résistants à la fatigue et aux exercices prolongés sans nécessiter de contractions fortes (ex : 

marathon). Les muscles impliqués dans la motricité, surtout les fléchisseurs ou extenseurs que 

nous sollicitons en permanence, sont constitués en majorité par des fibres rapides, innervées par 

des MNs α-rapides, adaptées à un effort intense mais pas sur le long terme (ex : sprint, 

musculation) (Purves et al., 2001b) (Fig. 16).  

 

 

Le MN innerve un petit nombre de fibres musculaires lorsque les muscles rentrent en jeu pour des 

mouvements fins, comme les muscles des doigts ou de l’œil. A l’inverse, lorsqu’un mouvement 

délicat n’est pas nécessaire, et que la coordination n’est pas si importante, un MN innerve 

beaucoup plus de fibres musculaires (Purves et al., 2001b). Evoquée en amont (Fig. 14, p.48), la 

coordination est permise par des interneurones qui entrent en jeu dans la coordination et la 

régulation des mouvements. Ces petites cellules se connectent aux MNs α pour intégrer 

l’information sensorielle et proprioceptive (Encadré 4). 

 

 

 

 

Figure 16 | Les types de MNs spinaux innervant les différentes 

fibres musculaires. Les MNs α lents (SFR), intermédiaires (FFR) et 

rapides (FF) innervent les fibres musculaires extrafusales respectives. 

Les MNs γ innervent les fibres intrafusales. Les MNs β innervent les 2 

types de fibres (non représentées). Les proportions de MNs α varient 

selon les pools de MNs (Stifani, 2014). Réalisée à partir d’images 

Servier Medical Art via la license CC 3.0. 
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 III. VULNERABILITE DES MOTONEURONES A LA SLA 

Alors que les gènes mutés dans la SLA s’expriment de façon ubiquitaire, certains groupes de MNs 

sont plus vulnérables que d’autres et ce dans toutes les formes de SLA. Les MNs crâniaux 

oculomoteurs III, IV, VI (respectivement oculomoteurs, trochléaires et abducens) ainsi que les 

neurones du noyau de l’Onus sont plus résistants que les MNs spinaux (Nijssen, Comley, et 

Hedlund 2017). Grâce à cette résistance les patients qui n’ont plus l’usage ni de la parole ni des 

membres peuvent communiquer via un interface œil/machine  (Caligari et al., 2013; Linse et al., 

2017).  

La vulnérabilité ne s’arrête pas là. Les différents MNs spinaux sont aussi inégaux face à la 

dégénérescence. Les MNs α-rapide sont endommagés avant les MNs α-lent (Pun et al. 2006), ce 

qui explique peut-être en partie pourquoi les muscles avec une majorité de fibres rapides, impliqués 

dans la motricité, sont paralysés en premier dans la majorité des cas (Walhout et al. 2018). 

Des études se sont donc intéressées à comparer ces différents types de MNs. Alors que ces 

cellules portent toutes le nom de « motoneurone », elles sont différentes notamment aux niveaux 

anatomique et fonctionnel (Tableau 8) (Nijssen, Comley, et Hedlund 2017).   

γ

 

α

 

 

α
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Les neurones du noyau de l’Onus, abducens et oculomoteurs seraient les seuls à ne pas recevoir 

de projections directes du cortex (Iwatsubo et al., 1990). Au niveau anatomique, des études chez 

le chat ont montré que les somas des neurones oculomoteurs seraient plus petits que les MNs α 

et leur arborisation serait moins complexe. De plus, alors que la majorité des MNs innervent un 

seul type de fibres musculaires (I, IIa ou IIb), les neurones oculomoteurs peuvent en innerver 

plusieurs. L’unité motrice de l’œil est de l’ordre de 1 MN pour 5 à 20 fibres musculaires contre 1 

pour 300 pour les MNs spinaux, et jusqu’à 1 pour 2000 pour les MNs rapides. Le modèle 

d’innervation et le ratio de l’unité motrice spécifique aux MNs oculomoteurs permettent une 

régulation plus fine du mouvement (Nijssen et al., 2017).  

Au niveau fonctionnel, les MNs se différencient par leurs propriétés électrophysiologiques (Fig. 17). 

Avec un potentiel de membrane au repos plus proche de 0 et une fréquence de décharge en 

potentiels d’action plus élevée les MNs oculomoteurs sont plus excitables que les MNs spinaux. 

En outre, grâce à leur plus petite taille et leur résistance d’entrée plus importante, les MNs α-lents 

se dépolarisent avant les MNs α-rapides. De ce fait, ils sont recrutés en premier lors du mouvement 

(Mendell, 2005; Stifani, 2014). Enfin, la phase d’hyperpolarisation est plus courte pour les MNs α-

rapides ; raison pour laquelle ils se font appeler «rapides» et «lents» ce qui leur permet de 

déclencher plus rapidement un nouveau potentiel d’action et inversement (Gardiner, 1993). 

De plus, ces différents MNs varient aussi au niveau transcriptomique (Hedlund et al., 2010) et 

protéique (Comley et al., 2015). Leurs comparaisons ont permis d’ouvrir certaines pistes pour tenter 

d’expliquer leur résistance ou vulnérabilité. Par exemple, l’IGF1 qui est surexprimé dans les 

 

Type de MNs  
Bulbaires Spinaux 

 Oculomoteurs α-lents α-rapides 

A
n

a
to

m
iq

u
e
 

Modèle d’innervation Simple et multiple Simple 

Unité motrice 

(MN/fibre musculaire) 
1 : 5-20 1 : ⩾ 300 1 : ⩾ 300-2000 

Diamètre axonal + ++ +++ 

F
o

n
c

ti
o

n
n

e
l 

Potentiel de repos -61mV -70mV 

Fréquence 100-600Hz < 100Hz 

Excitabilité +++ ++ + 

Tableau 8 | Différences au niveau anatomique et fonctionnel des MNs bulbaires oculomoteurs et 

des MNs spinaux α-lents et α-rapides. (Observation faite à partir de rongeurs et de félins).  
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neurones oculomoteurs de rat pourrait être neuroprotecteur. C’est un facteur de croissance qui 

stimulerait la synthèse protéique pour favoriser la survie neuronale (Bianchi et al., 2017). Son 

administration par voie rétrovirale a prolongé la survie des souris SOD1G93A (Kaspar et al., 2003). 

Cependant, bien que l’expression d’IGF1 soit différentielle chez la souris elle ne l’est pas chez 

l’homme (Brockington et al., 2013). Cela pourrait expliquer l’échec de l’essai clinique lancé avec 

l’IGF1 (Sorenson et al., 2008). A l’inverse, le gène MMP9 qui code pour une métalloenzyme est 

surexprimé dans les MNs spinaux de la souris et chez l’homme (Brockington et al., 2013). Kaplan 

et al. ont montré que MMP9 était spécifiquement exprimé dans les MNs α-rapide de souris (Kaplan 

et al., 2014). Ces résultats ont permis de suggérer que l’enzyme pourrait être un facteur de 

vulnérabilité, ce qui a d’autant plus d’intérêt puisque He et al. ont montré que le polymorphisme de 

MMP9 multipliait le risque de développer une forme sporadique de près de 2% (He et al., 2013). 

La suppression du gène MMP9 chez la souris SOD1G93A, réduit la dénervation musculaire et la 

perte de fonction motrice (Kaplan et al., 2014). De plus, l’inhibition de MMP9 en présymptomatique, 

mais pas à l’initiation de la pathologie, prolonge la survie des souris SOD1G93A (Lorenzl et al., 2006). 

Rozas et al. ont suggéré que MMP9 pourrait agir en modulant le stress du RE dès la phase 

présymptomatique (Rozas et al., 2017).   

 

 

--- 

En conclusion, l’ensemble de la voie pyramidale est touché dans la SLA mais les MNs qui la 

composent le sont de façon différentielle, particulièrement au niveau de la colonne latérale de la 

moelle où se trouvent les somas des MNs spinaux connectés aux muscles des membres. Mais 

existe-t-il une vulnérabilité au sein même de la cellule ? 

 

 Figure 17 | Le potentiel d’action est une 

modification temporaire du potentiel de 

membrane (Coget, 2009). (1) Il est 

déclenché lorsque l’intensité de la 

stimulation est supérieure à un certain 

seuil. (2) Les canaux Na+ voltage-

dépendants s’ouvrent, laissant passer un 

influx important de Na+ : la cellule se 

dépolarise. (3) Puis, les canaux Na+ 

s’inactivent, la cellule se repolarise avec un 

efflux d’ions K+ grâce à l’activation des 

canaux K+ voltage-dépendants. (4) S’en 

suit une période d’hyper-polarisation 

associée à la fermeture de ces derniers et 

au retour à l’état de repos (5). (D’après 

www.moleculardevices.com) 
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IV. LA VULNERABILITE SUBCELLULAIRE 

1. LA VULNERABILITE DES DIFFERENTS COMPARTIMENTS DU MOTONEURONE 

Le MN est constitué de plusieurs compartiments qui vont permettre de recevoir, intégrer et 

transmettre l’information : le soma et ses dendrites, l’axone et la terminaison nerveuse. Une perte 

somatique, une dégénérescence axonale et une altération des jonctions neuromusculaires (JNMs) 

sont observées dans les tissus post-mortem de patients (Maselli et al., 1993; Saberi et al., 2015). 

Cependant, ceci ne permet pas de connaître exactement la chronologie des évènements qui 

conduisent à la neurodégénérescence et à la perte des MNs.  

Il a été suggéré en 2001 que la dégénérescence des neurones était cloisonnée avec différents 

mécanismes subcellulaires pouvant réguler la défaillance de chacun des compartiments 

(Gillingwater and Ribchester, 2001). Etant donné que les MNs ne se « désintègrent » pas 

instantanément, il y a un intérêt thérapeutique à trouver le ou les talon(s) d’Achille des MNs, 

source(s) du déclenchement des mécanismes pathologiques. Autrement dit, y-a-t-il une 

vulnérabilité subcellulaire localisée à un ou plusieurs des compartiments ? 

Un article a montré récemment que face à l’excitotoxicité in vitro, les MNs seraient vulnérables au 

niveau du compartiment somato-dendritique mais pas axonal (Blizzard et al., 2015). Ces résultats 

allant en faveur de l’hypothèse de « dying-forward », où les neurones du cortex moteur 

hyperexcitables entraîneraient la dégénérescence des MNs de la moelle antérieure (Eisen et al., 

1992), plus sensibles à l’excitotoxicité. Néanmoins, les études chez le modèle murin SOD1G93A 

visant à protéger les corps cellulaires n’ont pas suffi à diminuer la durée de la maladie. En effet, les 

JNMs étaient dénervées malgré la protection des somas de MNs de souris SLA dont l’expression 

de la protéine apoptotique Bax était diminuée ou à l’inverse dont l’expression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 était surexprimée (Gould et al., 2006; Kostic et al., 1997). De façon similaire, 

Suzuki et al. ont montré que l’injection de cellules souches neurales synthétisant du GDNF dans la 

moelle épinière protégeait les MNs mais pas l’innervation musculaire (Suzuki et al., 2007).  

Des études de modèles animaux de SLA au stade pré-symptomatique ont permis de mettre en 

évidence des évènements pathologiques précoces qui surviendraient (Vinsant et al., 2013b). Alors 

que la perte somatique survient tardivement après la naissance des souris SLA, d’autres anomalies 

sont observées bien plus tôt. En 2004, l’équipe de Glass a observé qu’avant l’apparition des 

premiers symptômes de SLA, la souris SOD1G93A n’avait pas de perte somatique mais une perte 

de 40% des JNMs. Il a alors conclu que la SLA était une axonopathie distale. Malgré tout, les essais 

thérapeutiques sur des souris SLA qui se sont concentrés sur la JNM ou le muscle n’ont pas permis 

d’éviter la dégénérescence des MNs (Miller et al., 2006; Towne et al., 2008). D’autres études se 

sont concentrées sur la période préalable à la dénervation. Ils ont observé des défauts de transports 

et des défauts électrophysiologiques des MNs porteurs des mutations au niveau du gène SOD1. 

Ces résultats ont suggéré que des défauts fonctionnels des MNs précèderaient la dénervation et 
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la dégénérescence axonale (Bilsland et al., 2010; Bories et al., 2007; Durand et al., 2006; Pambo-

Pambo et al., 2009; Saxena et al., 2009).   

Pour essayer de trouver le site d’initiation de la pathologie, Vinsant et al. ont étudié la souris 

SOD1G93A au niveau de la moelle épinière (somas) et au niveau de la JNM (terminaison axonale) 

tout au long de la phase présymptomatique. Malgré une étude extensive, ils n’ont pas pu conclure 

et ont formulé l’hypothèse que plus qu’un seul et même événement, la SLA serait une réponse à 

un stress résultant de divers mécanismes (Vinsant et al., 2013a).  

L’équipe de Dr Hedlund a récemment développé une nouvelle méthode pour isoler le transcriptome 

des axones moteurs distaux et comprendre la possible vulnérabilité subcellulaire des MNs (Nijssen 

et al., 2018). Ils ont montré que l’ARNm de la protéine SOD1 (murine) était plus axonale que 

somatique et que d’autres transcrits nécessaires à la fonction axonale étaient hypo-régulés ou 

absents dans les axones de souris SOD1G93A, supportant l’hypothèse de « dying-back » où l’axone 

dégénère avant le soma et les premiers symptômes (Dadon-Nachum et al., 2011). A l’inverse 

d’autres gènes pouvant être le reflet de mécanismes compensatoires étaient induits tels que NEK1, 

dont la perte de fonction attribue une susceptibilité à la SLA (Kenna et al., 2016; Nijssen et al., 

2018).  

Les deux hypothèses « dying-back et dying-forward » sont souvent débattues mais n’ont pas à être 

mutuellement exclusives (Fogarty, 2018). Les défauts au niveau du transport axonal observés chez 

les animaux modèles mutés au niveau du gène SOD1 pourraient induire une vulnérabilité 

somatique et synaptique. Pour exemple, un défaut de transport rétrograde des endosomes pourrait 

augmenter la formation d’agrégats ou la présence d’organites dysfonctionnels au niveau distal. De 

plus, un défaut antérograde de mitochondries ou de protéines pourrait induire des perturbations 

synaptiques et une diminution de l’énergie nécessaire aux MNs tout le long de l’axone (De Vos and 

Hafezparast, 2017; Perlson et al., 2010). 

 

2. LE CONE D'IMPLANTATION DE L'AXONE ET SON SEGMENT INITIAL  

Si plusieurs études se sont concentrées sur les défauts au niveau de l’axone ou de la JNM, très 

peu d’équipes se sont intéressées à l’implication du segment initial de l’axone (AIS) dans la 

dégénérescence du MN (Fig. 18A). Ce segment, qui sépare physiquement le soma de son axone, 

est pourtant essentiel puisqu’il constitue le site d’initiation des potentiels d’action qui se propageront 

le long de l’axone et agit comme un filtre intracellulaire qui permet la polarisation des organelles et 

la sélection des vésicules axonales (Leterrier, 2018).  
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ROLE ET ARCHITECTURE DE L’AIS 

L’AIS est une région plastique qui se situe à la partie proximale de l’axone, juste après son cône 

d'émergence (Axone Hillock). Davenne et al. ont observé qu’à la différence des MNs γ où l’AIS 

dérivait toujours du soma, l’AIS des MNs α, pouvait aussi dériver d’une dendrite (pour 15% d’entre 

eux) (Duflocq et al., 2011). 

L’AIS est formé par un complexe protéique qui lui est propre et que l’on peut subdiviser en 3 parties: 

(i) une partie membranaire enrichie en canaux ioniques et protéines d’adhésions ; (ii) une partie 

sous-membranaire constituée d’Ankyrine G (ANKG) de filaments d’actine et de βIV-spectrine ; et 

(iii) une partie cytoplasmique où sont retrouvées différentes protéines associées au cytosquelette 

(Actine, MTs et NFs) comme tout au long de l’axone mais avec quelques différences en terme de 

structure et d’organisation (Fig. 18B) (Jones and Svitkina, 2016).  

  

 

Figure 18 | Le segment initial de l’axone. A) Les différents compartiments neuronaux. Les 

neurones sont polarisés. Le soma et ses dendrites reçoivent les informations qui sont intégrées 
au niveau de l’AIS sous forme de potentiels d’action propagés le long de l’axone pour transmettre 
l’information au muscle de se contracter. B-C) Structure de l’AIS. L’AIS est une région 
dépourvue de myéline qui se situe juste après le cône d'émergence de l'axone (Axone Hillock). 
B) L’AIS peut être divisé en 3 couches : la membrane plasmique, la région sous membranaire, 
et la région axoplasmique ; chacune ayant une structure particulière. C) L’AIS est formé par un 

complexe protéique constitué de cytosquelette (Actine, Microtubules), de canaux ioniques 
voltage-dépendants (sodiques, potassiques), de molécules d’adhésion (NrCam, Neurofascine) 
et d’une protéine d’ancrage : l’ankyrine G (ANKG), indispensable à l’assemblage de l’AIS. 
D’après Jones and Svitnika, 2016 ; réimprimée avec la permission de J Neurosci.via le Copyright 
Clearance Center Licence No 4421390533820.  

A 
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Spécifique de cette région, l’ANKG est une protéine d’ancrage indispensable à l’assemblage de 

l’AIS mais aussi au maintien de la barrière de diffusion membranaire et du filtre somato-

axoplasmique (Fig. 18C). La plupart des constituants à l’AIS interagissent directement avec elle 

(Leterrier, 2018).  

Le maintien de la polarité axonale est permis par un contrôle membranaire et intracellulaire dès 

l’entrée de l’AIS. Les protéines membranaires, tels que les canaux ioniques et les lipides, sont 

ralenties voire immobilisées grâce à la barrière créée par l’AIS. Les vésicules axonales, 

transportées par les kinésines peuvent reconnaître les MTs entrant dans l’axone, alors que les 

vésicules qui pénètrent dans l’AIS et dont les cargaisons sont somato-dendritiques y sont refoulées 

(Leterrier, 2018).  

Le regroupement des canaux Na+ et K+ voltage-dépendants grâce à l’ANKG est essentiel au 

déclenchement des potentiels d’action (Nelson and Jenkins, 2017; Pan et al., 2006; Zhou et al., 

1998). De plus, la βIV-spectrine régule le regroupement des canaux Na+ voltage-dépendants en 

stabilisant les protéines membranaires et leur liaison au cytosquelette (Komada and Soriano, 2002; 

Leterrier et al., 2015). La Neurofascine (NF-186) permet de rassembler des composés de la matrice 

extracellulaire au cytosquelette (Hedstrom et al., 2007) et joue un rôle dans la modulation des 

potentiels d’action (Zonta et al., 2011). Sans se lier à l’ANKG, les NFs sont aussi présents au niveau 

de l’AIS mais sont moins phosphorylés qu’en position distale (Hsieh et al., 1994).  

Davenne et al. ont décrit la composition des canaux ioniques de l’AIS des MNs de souris. Ils ont 

observé que la présence de canaux voltage-dépendants K+ (Kv1.1, Kv1.2, Kvβ2 et Kv7.2) était 

homogène dans la population de MNs α (Fig. 19). A l’inverse, la composition en canaux Na+ 

voltage-dépendants variait. Tous les AIS des MNs α dérivant du soma possédaient des canaux 

Nav1.6 et parmi eux 80% avaient aussi des canaux Nav1.1 au niveau proximal. Ils ont suggéré que 

cette variabilité permettrait de réguler les propriétés électrophysiologiques des MNs (Duflocq et al., 

2011). 

Figure 19 | La répartition des canaux à l’AIS dérivé du soma des MNs α 

de souris. 85% des MNs ont un AIS dérivé du soma. A l’AIS, est retrouvé la 

présence de canaux K+ voltage-dépendants ainsi que des canaux Na+ 
voltage-dépendants. En plus des canaux Nav1.6, 79,2% des AIS possèdent 
des canaux Nav1.1. KCNQ2=Kv7.2.D’après Duflocq et al. 2011, Réimprimée 
via CC License  2.0. 
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L’AIS ET LA SLA 

Alors que l’ANKG n’était pas encore décrite, Sasaki et al. ont mis en évidence un défaut au niveau 

de l’AIS des MNs spinaux d’individus atteints de SLA (Sasaki and Maruyama, 1992a; Sasaki et al., 

1989, 1990). Ils ont montré chez 3 patients SLA que le segment était plus large et contenait des 

accumulations de NFs (Sasaki and Maruyama, 1992a). Ils montreront plus tard par microscopie 

électronique des anomalies de transport au niveau de la zone proximale de l’axone, marquées par 

des accumulations de NFs, de vésicules présynaptiques, de mitochondries ou de lysosomes dans 

les MNs de tissus post-mortem d’une dizaine de patients SLA, notamment au niveau de l’Axone 

Hillock (Sasaki and Iwata, 1996b, 1996c, 2007). Puisque les somas ne sont pas chromatolytiques13 

et que les accumulations ont aussi été retrouvées dans des tissus de patients ayant une forme 

rapide de SLA, ils ont suggéré que ce phénomène était précoce et avait un impact sur le transport 

axonal, notamment le transport rapide médié par les kinésines. 

En observant des souris pré-symptomatiques SOD1G93A, ils ont appuyé leur hypothèse selon 

laquelle les accumulations de NFs et de mitochondries au niveau du segment proximal de l’axone 

pouvaient être un phénomène précoce. Ils ont suggéré une nouvelle fois une possible perturbation 

du transport axonal dans la pathogénèse de la SLA (Sasaki et al., 2005b, 2005c).   

De façon intéressante deux études transcriptomiques ont révélé que le gène ANK3 (codant pour 

l’ANKG) était dérégulé dans les tissus post-mortem de moelle épinière de 5 patients SALS et de 2 

patients FALS (Dangond et al., 2004), dont un porteur de la mutation SOD1A4V; et plus récemment 

dans des MNs spinaux issus de biopsies d’individus atteints de SLA (Riva et al., 2016). 

D’autre part, de récentes études suggèrent que l’AIS joue un rôle dans plusieurs maladies 

neurologiques comme l’épilepsie, maladie caractérisée par une hyperexcitabilité neuronale. De 

nombreuses mutations associées à l’épilepsie concernent des protéines de l’AIS dont des canaux 

ioniques; par exemple des mutations dans les gènes SCN8A ou KCNQ2/3 (Wimmer et al., 2010). 

L’AIS a aussi été impliqué dans d’autres pathologies telles qu’Alzheimer ou la schizophrénie 

(Buffington and Rasband, 2011). Yuan et al. ont montré que des mutations au niveau de l’ANK3 

augmentaient le risque de développer une schizophrénie (Yuan et al., 2012). Au niveau 

moléculaire, Sun et al. ont observé que l’expression de la protéine ANKG était diminuée dans les 

neurones de l’hippocampe de souris Alzheimer. De ce fait, l’AIS était dysfonctionnel et n’exerçait 

plus son rôle de maintien de la polarité axonale. Les canaux Nav.1.6 n’étaient plus restreints à l’AIS 

et étaient distribués tout le long de l’axone. De plus, la sous-unité du récepteur NMDA (NR2B), était 

anormalement axonale (Sun et al., 2014).  

Pour conclure, l’excitabilité et le maintien de la polarité axonale dépendant crucialement de l’AIS, 

son altération pourrait entrainer des changements d’excitabilité ou d’adressages importants et avoir 

un rôle dans la pathogénicité de la SLA. On peut se poser la question de savoir si ces altérations 

                                                      
13 Chromatolyse = Dégénérescence, dissolution de la chromatine du noyau d'une cellule; elle marque le dernier stade de l'évolution 

cellulaire (Définition http://www.cnrtl.fr) 
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observées en post-mortem dans les tissus de patients SLA sont un des mécanismes impliqués 

dans l’initiation de la pathologie. 
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CHAPITRE 4  : LES MOTONEURONES DERIVES DE CELLULES 

SOUCHES PLURIPOTENTES INDUITES HUMAINES POUR 

COMPRENDRE LES MECANISMES AUTONOMES DE LA SLA 

 

La technologie des cellules souches pluripotentes induites humaines (iPSC) (Takahashi et al., 

2007) associée à un protocole spécifique de différenciation (Sances et al., 2016) permet aujourd’hui 

d’obtenir in vitro des MNs humains affectés par la maladie de façon patient-spécifique. Ainsi, 

n’importe quelle forme sporadique ou familiale, peut être étudiée. Depuis le premier protocole 

publié pour générer des MNs (Lee et al., 2007), plus d’une quinzaine ont été développés pour 

améliorer notamment la pureté et la rapidité de leur production. La plupart des protocoles publiés 

à ce jour se focalisent sur les MNs spinaux et feront l’objet de la deuxième partie de ce chapitre. 

La première partie sera consacrée à la description de la spécification des MNs au cours du 

développement dont la compréhension a permis le développement des protocoles de 

différenciation. Enfin, je décrirai dans une troisième partie les différents travaux qui ont été publiés 

sur des MNs dérivés d’iPSC pour étudier la SLA. 

I. LA NEUROGENESE DES MNS SPINAUX 

1. DANS LE DEVELOPPEMENT 

38 semaines séparent la fécondation de la naissance et les 10 premières suffisent pour mettre 

en place les prémisses de ce qui sera le SNC. La première semaine, le zygote se segmente jusqu’à 

devenir un blastocyste constitué d’une masse de cellules internes pluripotentes qui donneront 

l’embryon (Fig. 20). Au cours de la troisième semaine de développement la gastrulation 

commence. Les ébauches des différents organes apparaissent sous forme de 3 feuillets 

embryonnaires : le mésoderme, l’endoderme et l’ectoderme (Solnica-Krezel and Sepich, 2012). Ce 

dernier est spécifié par l’activation des voies de signalisation FGF et WNT (Patthey and Gunhaga, 

2014; Tchieu et al., 2017). Au niveau de l’ectoderme, des molécules libérées par les cellules 

avoisinantes (ex : Chordin, Noggin, Follistatin), inhibent la sécrétion de facteurs de différenciation 

mésodermiques et endodermiques appartenant à la voie BMP et TGFβ (Chuang et al., 2015). De 

ce fait, les cellules ectodermiques adoptent un phénotype neural par défaut : le processus de 

neurulation a commencé, la plaque neurale s’invagine pour former le tube neural, futur SNC        

(Fig. 21).  

 

Après la neurulation, le tube neural est entouré par des gradients de signalisation et des facteurs 

morphogéniques le long de l’axe rostro-caudal et dorso-ventral. Les morphogènes induisent 

l’activation de voies de signalisation qui par l’activation de facteurs de transcription vont moduler 

l’expression génique responsable de la différenciation cellulaire (Faravelli et al., 2014). Le 

développement de la partie postérieure du tube neural, future moelle épinière, dépend de 
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l’expression des gènes FGFs, HOX, CDX, et notamment de l’acide rétinoïque, un dérivé de la 

vitamine A dont la concentration est plus forte entre le rhombencéphale et le niveau rostral qui va 

permettre la synthèse de progéniteurs spinaux (Gilbert, 2000). L’expression spécifique de certains 

facteurs associés aux gènes HOX, tel que FOXP1 est crucial pour la spécification des MNs (Arber, 

2008, 2012; Arber et al., 1999; Dasen, 2017). La polarité dorso-ventrale, établie plus tardivement, 

est induite par l’action de Sonic Hedgehog (SHH) dont la concentration est plus élevée en position 

ventrale ainsi que WNT et BMP, dont les concentrations sont plus élevées en position dorsale. SHH 

va induire la dorsalisation des cellules et permettre la genèse des progéniteurs de MNs (Ericson et 

al., 1996; Lin et al., 2016; Reimer et al., 2009). 

 

2. A PARTIR DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES INDUITES HUMAINES 

Les différents protocoles de différenciation de cellules souches humaines en MNs spinaux 

développés depuis 2007 sont fondés principalement sur 3 étapes : (i) l’induction neurale au travers 

de la double inhibition des SMADs14, (ii) la ventro-caudalisation des cellules par l’exposition à l’acide 

rétinoïque et à SHH, et (iii) leur maturation grâce aux facteurs neurotrophiques (NTFs). Le tableau 

9 p.68 présente les principaux protocoles décrits dans la littérature depuis 2007 avec les analyses 

électrophysiologiques réalisées, les sous-types de MNs générés et le pourcentage de 

différenciation en MNs obtenu (Sances et al., 2016). 

INDUCTION NEURALE 

L’induction neurale est réalisée sur des cellules adhérentes ou des corps embryonnaires (EBs). 

Alors que les premiers protocoles consistaient à cultiver les cellules souches et induire leur 

différenciation neurale spontanée, Chambers et al. ont montré que l’inhibition simultanée de 2 voies 

de signalisation où interviennent des protéines SMADs permettait d’induire un phénotype neural de 

façon très efficace (Chambers et al., 2009). En effet, alors que dans les premiers protocoles la 

phase d’induction neurale durait près de 3 semaines, la double inhibition des SMADs a permis de 

la réduire de deux semaines. La rapidité de la différenciation est permise par l’ajout de 

SB431542 qui inhibe la voie TGFβ, et Noggin (ou un de ses agonistes : LDN193189, 

Dorsomorphine, Compound C) qui inhibe la voie des BMPs (Fig. 20 and 21). Ensemble, ils 

permettent de différencier plus de 80% des cellules souches en cellules neurales (Chambers et al., 

2009).  

SPECIFICATION DES MNS 

La spécification des MNs consiste majoritairement en l’ajout de concentrations précises d’acide 

rétinoïque et de SHH (ou équivalent : Smoothened agonist, SAG) pour « ventro-caudaliser » les 

                                                      
14 Les SMADs sont des protéines qui régulent la transcription des gènes de la voie TGFβ et BMPs (Attisano and Tuen 

Lee-Hoeflich, 2001). L’abréviation réfère aux familles de gènes de C. Elegans : SMA (pour « small ») et de la 
Drosophile : MAD (pour "Mothers Against Decapentaplegic"). 
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progéniteurs neuraux (Fig. 20 and 22A, p.69). En faisant varier les concentrations de WNT, FGF 

ou SHH, Maury et al. ont montré qu’il était possible d’augmenter à près de 80% la proportion des 

progéniteurs de MNs, marqués par le facteur de transcription Olig2 (Maury et al., 2015), leur 

permettant d’obtenir des progéniteurs de MNs en 10 jours.  

GENERATION DE MNS POST-MITOTIQUES 

Les premiers protocoles se contentaient ensuite d’ajouter des NTFs. Mais comme montré dans le 

tableau 9 les pourcentages de MNs obtenus restaient faibles. C’est en ajoutant des inhibiteurs de 

γ-sécrétase (DAPT pour Maury et al., Compound E pour Du et al.) que les derniers protocoles ont 

permis de générer des cultures plus pures de MNs en forçant la conversion des progéniteurs en 

MNs post-mitotiques tout en augmentant leur maturité (Borghese et al., 2010; Chen et al., 2014; 

Du et al., 2015; Maury et al., 2015). L’exposition à un cocktail de NTFs tels que BDNF/GDNF le 

Figure 21 | L’induction neurale est 

permise par l’inhibition simultanée des voies 
TGFβ et BMPs qui poussent respectivement 
vers un phénotype mésodermal et 
endodermal. SB431542 inhibe la voie 
TGFβ. Noggin inhibe la voie des BMPs. La 
neuralisation est alors induite par la 
suppression des destins cellulaires 
alternatifs (Borooah et al., 2013). 
Réimprimée avec la permission de Elsevier 
Ltd via le CC, Licence CC BY-NC-ND 3.0. 
  

Figure 20 | La « reproduction » du développement des MNs spinaux in vitro. Les étapes 
développementales de la cellule souche humaine au MNs (A) sont mimées in vitro (B). Des cellules 
pluripotentes issues de blastocystes (i) peuvent être générées in vitro par la reprogrammation de cellules 
humaines somatiques en iPSC (i’). Durant la gastrulation, la ligne primitive Wnt-dépendante se forme (ii). 
In vitro, cette étape est reproduite par le CHIR99021 (CHIR) qui inhibe la kinase GSK3 (ii’). L’inhibition de 
la voie des BMP et TGFβ enclenche la formation du tube neural (iii) ce qui est reproduit par la double 
inhibition des SMADs par SB431542 (SB) et LDN193189 (LDN) (iii’). L’acide rétinoïque (RA) permet de 
caudaliser les cellules vers la spécification de neurones spinaux (iv-iv’). Quant à Sonic Hedgehog (SHH), 

il va établir un gradient pour induire les cellules au niveau ventral de la moelle épinière vers un phénotype 
motoneuronal (v) ; ce qui est reproduit par l’ajout de SHH ou de molécules agonistes (v’). Enfin, grâce à 

un support trophique qui va permettre de connecter les axones à leurs cibles, les cellules devenues des 
progéniteurs de MNs deviennent des MNs fonctionnels (vi). In vitro, cette étape est simulée par l’ajout de 
facteurs neurotrophiques (NTFs) pour promouvoir leur survie et leur maturation (vi’). D’après (Sances et 
al., 2016) Réimprimée avec la permission de Nature Publising Group via le Copyright Clearance Center 
Licence No : 4385381281151 
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plus souvent avec CNTF ou IGF1 permet de rendre les progéniteurs de MNs plus matures, 

capables de générer des potentiels d’actions (Lamas et al., 2014) (Fig. 20).
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Tableau 9 | Comparaison des différents protocoles publiés pour générer des MNs inférieurs. Trois grandes étapes se succèdent : l’induction neurale (vert) ; la 

spécification des MNs (bleu) et la maturation (rouge).  Fibroblast growth factor 2 (FGF2), brain-derived neurotropic factor (BDNF), glial cell line-derived neurotropic 
factor (GDNF), cilliary neurotropic factor (CNTF), Acide rétinoïque (RA), retinoic acid receptor (RAR), sonic hedgehog (SHH), purmorphamine (PMN). Les colonnes 
jaunes résument les résultats avec les sous-types de MNs générés, le pourcentage de MNs généré (basé sur l’expression de HB9 ou ISLET1) et leur excitabilité. 
Potentiels d’action induits (iAP), potentiels d’actions spontanés (sAP), Caudal spinal cord associated Hox family member C (HoxC9). D’après Sances et al., 2016; 
Réimprimée avec la permission de Nature Publising Group via le Copyright Clearance Center Licence No : 4385381281151. 
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SOUS TYPES DE MNS GENERES 

Il est rarement spécifié dans les protocoles les sous-types de MNs générés. Or, cela a son 

importance (cf. Chapitre 3). Il existe en effet plusieurs facteurs de transcription spécifiques aux MNs 

en fonction de leur origine au niveau de la moelle épinière ou en fonction du type de fibres 

musculaires qu’ils innervent (Tableau 9, Fig. 22B and 22C)(Francius and Clotman, 2014; 

Mendelsohn et al., 2017; Stifani, 2014). Amoro et al. ont montré que dans la moelle épinière 

embryonnaire humaine, 44% des MNs étaient uniquement ISLET115, 31% étaient HB9, et 25% 

étaient co-marqués ISLET1 et HB9 (Amoroso et al., 2013). Alors que les facteurs ISLET1 et HB9 

sont spécifiques des MNs, LHX3 et FOXP1 permettent de différencier respectivement les MNs de 

la colonne MMC par rapport à la colonne LMC (Stifani, 2014). RADHL2 est aussi spécifique des 

MNs de la LMC (Francius and Clotman, 2014; Jessell, 2000). PHOX2B est plus spécifique de la 

colonne SAC qui innerve notamment le diaphragme (Stifani, 2014). Les facteurs de transcription 

ERRβ (Enjin et al., 2010) et CHODL (Enjin et al., 2010) ou MMP-9 (Kaplan et al., 2014) 

permettraient de différencier les MNs α-lents des MNs α-rapides. 

 

                                                      
15 Exemple : les MNs oculomoteurs ne sont pas HB9 positifs (Nijssen et al., 2017). 

Figure 22 | Spécification des 
MNs.  A) Les morphogènes 
modèlent le tube neural le long 
de l’axe rostro-caudal et dorso-
ventral. FGF est très exprimé 
au niveau rostral et caudal du 
tube neural. Les plus hauts 
niveaux d’acide rétinoïque (RA) 
sont retrouvés entre le  
rhombencéphale et le début de 
la moelle épinière. BMP est très 
concentré dans la partie 
dorsale de la moelle alors que 
SHH est plus concentré dans la 
partie ventrale (Favarelli et al. 
2014). B) Les gènes HOX 

permettent de spécifier les MNs 
le long de l’axe rostro-caudal 
(Philippidou  Dasen et al. 
2011). C) Chaque colonne de 

MNs spinaux exprime des 
protéines spécifiques : Mnx1 
(=HB9), Isl1&2, Lhx1&3, 
Alcam, Scip, Phox2b, FoxP1, 
Etv1, nNos, pSmad, Zeb2. 
(Stifani, 2014). Réimprimée 
avec la permission de Frontiers 
Media SA et Stem Cell Res 
Ther  via le CC,  Licence 4.0 et  
via le Copyright Clearance 
Center Licence 
No   4421410204788. 
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II. MODELISATION DE LA SLA AVEC DES CELLULES SOUCHES 

PLURIPOTENTES INDUITES HUMAINES 

Depuis 2012, des publications rapportent la génération de MNs dérivés d’iPSC de patients SLA 

porteurs de différentes mutations. La plupart de ces études se sont focalisées sur une seule forme 

de la pathologie. C’est pourquoi ces travaux seront présentés en fonction des gènes mutés sous 

forme de tableau. Chacun d’entre eux (Tableaux 10-13) référence les publications avec : 

- La référence du protocole utilisé dans l’étude et le temps nécessaire pour générer les MNs 

avant leur maturation,  

- la composition des cultures de MNs et la possible présence de glie, ce qui est important 

pour étudier les défauts intrinsèques spécifiques aux MNs,  

- les analyses validant les modèles : présence d’agrégats, survie, 

- les nouveaux phénotypes observés (mécanismes possibles). 

De façon générale les MNs dérivés de patients SLA ont été comparés à des MNs issus de sujets 

sains. Afin de diminuer la variabilité due à une différence de fond génétique, certaines études 

(notées d’une étoile dans les tableaux susmentionnés), ont comparées les MNs dérivés de patients 

à des MNs isogéniques (Bhinge et al., 2017; Chen et al., 2014; Higelin et al., 2016; Imamura et al., 

2017; Naumann et al., 2018; Selvaraj et al., 2018; Wainger et al., 2014). Les travaux qui se sont 

concentrés sur des études fonctionnelles d’électrophysiologie ainsi que sur des analyses 

transcriptomiques sont présentées à la fin du chapitre (Tableau 15-16). 

 

1. LES ANALYSES PAR MUTATIONS 

SOD1 

A ce jour, 7 publications ont décrit des modèles d’iPSC de patients porteurs de 7 différentes 

mutations au niveau du gène SOD1 (Tableau 10) dont des formes plus ou moins lentes (cf. Tableau 

1, p.23)(Bhinge et al., 2017; Chen et al., 2014; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017; Kiskinis 

et al., 2014; Naujock et al., 2016; Wainger et al., 2014).  

Sur les 7 publications, 5 protocoles différents ont été utilisés pour générer des cultures de MNs 

dont la pureté varie de moins de 50% à plus de 94%. Seulement 2 de ces études ont une pureté 

supérieure à 70% et sont dépourvus de glie (Bhinge et al., 2017; Chen et al., 2014).  

VALIDATION  

Chen et al. ont observé des agrégats de NFs dès la première semaine de maturation (Chen et al., 

2014). De plus, pour presque toutes les lignées d’iPSC, des agrégats SOD1 ont été observés dans 

les MNs (Bhinge et al., 2017; Chen et al., 2014; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017). 
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Certaines études ont montré une diminution de la survie des MNs de patients mutés au niveau du 

gène SOD1 mais cela semble dépendre des conditions de culture (Bhinge et al., 2017; Imamura et 

al., 2017; Kiskinis et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

Mutation 

SOD1 

Obtention 
MNs 

Pureté Validation  Nouveaux phénotypes Référence 

A4V et 
D90A* 

(Li et al., 
2008) 

21 jours 

>94% TUJ1 

>90% HB9 

-Agrégats SOD1 
(J+9) et NF-L/M/H 
(J+4) 

-⬇ survie (+20) 

-Dégénérescence des neurites 
(J+9) 

-Dérégulation des sous unités de 
NFs (J+9) 

(Chen et al., 
2014) 

A4V* 24 jours  

(Boulting 
et al., 
2011)  

 

>97%TUJ1  

<50%ISLET1  

sur de la glie 

⬇ de la survie (J+30)  -Défaut de la transcription (J+30) 

-Défaut mitochondrial (J+23-26) 

-Stress du RE et UPR (J+30) 

(Kiskinis et 

al., 2014)& ϕ 

A4V* 24 jours  

(Boulting 
et al., 
2011)  

 

>97%TUJ1 

 <50%ISLET1 

 -Hyperexcitabilité (J+14/28, sur 
glie pour une expérience)  

-Perte des courants potassiques 
voltage-dépendants (J+28) 

(Wainger et 
al., 2014)& 

D90A, 
R115G 

36 jours 

(Naujock 
et al., 
2016) 

85% TUJ1 

65% ISLET1 

 25%CHAT 

 -⬇ratio Na+/K+ (⬇ Na+) (J+7) 

-Hypoexcitabilité (J+7) 

-⬇mRNA Canaux Na+ (J+7) 

-⬆ UPR et marqueurs 
apoptotiques (J+7) 

(Naujock et 
al., 2016) 

E100G*  14 jours 

(Maury et 
al., 2015) 

>70% ISLET1 -Agrégats SOD1 
(J+16) 

-⬇de la taille du 
soma et de la survie 
(J+20) 

 

-⬇ arborisation dendritique (J+20) 

-Stress du RE (J+23) 

-perturbation de la transcription 
(J+16) 

-⬇ taille axone (J+16) 

(Bhinge et 

al., 2017) ϕ 

L144FVX* 

ϕ 

7 jours 

(Hester et 
al., 2011) 

62%HB9 

 

Glie 

-Agrégats SOD1 
(J+7) 

-⬇survie (J+7) 

 

-Phosphorylation voie Src/Abl 
(J+7) 

-Perturbation autophagie (J+7) 

-⬆ gènes TCA/chaîne respiratoire 
(J+7) 

-⬇ ATP (J+7) 

(Imamura et 
al., 2017) 

H46R, 
H43R 

(Fujimori 
et al., 
2018) 

30 jours 

60% HB9 

 

Glie 

-Agrégats SOD1 
(J+15) 

 

-⬇ activité mitochondriale (J+15) 

-⬆ apoptose (J+15) 

-⬆ ROS (J+15) 

-⬇ longueur neurites (J+20) 

(Fujimori et 

al., 2018) ϕ 

 Tableau 10 | Comparaisons des phénotypes de MNs dérivés d’iPSC porteurs de mutation au niveau 
du gène SOD1. Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures de MNs. Sont indiqués : le 

protocole utilisé et le temps de différenciation, les différents pourcentages de neurones générés et les 
phénotypes mis en évidence (validation et nouveaux phénotypes) avec une estimation de l’apparition du 
phénotype à partir de la génération des MNs. *Mutations corrigées, ϕEtude transcriptomique, & indique deux 
publications d’un même groupe. 
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NOUVEAUX PHENOTYPES 

Imamura et al. ont suggéré que l’agrégation de la protéine SOD1 mal repliée pouvait augmenter le 

stress du RE (Imamura et al., 2017). En accord, deux études ont montré que la réponse UPR était 

activée dès la première semaine de maturation : EiF2 et XBP1s, deux marqueurs de la réponse 

UPR étaient augmentés dans les MNs SOD1 A4V (Kiskinis et al., 2014) et E100G (Bhinge et al., 

2017) respectivement. Ils ont montré que la diminution du stress du RE augmentait la survie de 

MNs mutants et inversement (Kiskinis et al., 2014). D’après Kiskinis et al., la présence endogène 

de marqueurs de la réponse UPR dans les MNs contrôles pourrait expliquer la dégénérescence 

spécifique des MNs par rapport aux autres types neuronaux. D’autant que les MNs les plus larges 

qui sont aussi les plus sensibles, avaient plus de protéines XBP1s que les plus petits (Kiskinis et 

al., 2014). 

Au 7ème jour de maturation, Naujock et al. ont montré que des MNs porteurs de la mutation D90A 

étaient hypoexcitables (Naujock et al., 2016). De leur côté, Wainger et al. ont observé que les MNs 

SOD1 A4V étaient hyperexcitables après deux semaines de maturation. De façon intéressante, ils 

ont montré qu’une relation existait entre le stress du RE et le profil de décharge des MNs. 

L’inhibition chimique de la réponse UPR diminuait la fréquence des potentiels d’action et 

inversement16. Aussi, la diminution pharmacologique de l’activité électrique réduisait l’expression 

de XBP1s, donc de la réponse UPR présente dans les MNs mutés et vice versa17 (Kiskinis et al., 

2014; Wainger et al., 2014).  

Lors de la deuxième semaine de maturation, des perturbations de transcription ont aussi été mises 

en évidence. Chen et al. ont montré que l’atrophie des neurites et la mort cellulaire subséquente 

pouvaient être liées à la déstabilisation des NFs. En effet, ils ont montré que la correction des 

proportions de sous-unités de NFs permettait de réduire l’agrégation des NFs et la dégénérescence 

des neurites (Chen et al., 2014). Ce type de résultat est aussi rapporté par d’autres équipes (Bhinge 

et al., 2017; Fujimori et al., 2018). 

Les perturbations du cytosquelette, essentiel au transport des organites ainsi que les agrégats 

SOD1 pourraient expliquer les défauts mitochondriaux observés vers le 15ème jour de maturation 

(Imamura et al., 2017; Schwarz and Leube, 2016). Kiskinis et al. ont ainsi montré que les 

mitochondries des MNs SOD1 A4V étaient désorganisées et moins mobiles (Kiskinis et al., 2014). 

De plus leur équipe ainsi que Imamura et al. ont montré que la transcription génétique de la voie 

mitochondriale était perturbée dans les MNs SOD1 mutés (Imamura et al., 2017; Kiskinis et al., 

2014).  

 

 

                                                      
16 Le Salubrinal réduit le stress du RE et le dithiothréitol l’augmente 
17 La Rétigabine et  la tétrodotoxine inhibent l’activité électrique alors que le Kainate ou la linopiridine l’accroient 
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C9ORF72 

Huit groupes différents ont modélisé la SLA de patients porteurs d’expansions G4C2 (Dafinca et 

al., 2016; Devlin et al., 2015; Imamura et al., 2017; Lopez-Gonzalez et al., 2016; Sareen et al., 

2013; Wainger et al., 2014; Westergard et al., 2016), dont deux qui ont principalement étudié 

l’excitabilité neuronale (Devlin et al., 2015; Wainger et al., 2014) (Tableau 11). Seules deux études 

ont analysé des cultures dépourvues de glie et ont estimé que le pourcentage de MNs dans ces 

cultures ne dépassait pas 50 % (Selvaraj et al., 2018; Wainger et al., 2014). 

 

C9ORF72 Obtention 
MNs  

Pureté Validation  Nouveaux phénotypes Référence 

(G4C2)n 27 jours 

(Sareen et al., 
2012) 

55,5% SMI32  

66,5% TUJ1  

25% GFAP et 
progéniteurs 

-Foci d’ARNs (J+48) -⬇Excitabilité (J+39) 

-Perturbation de la 
transcription (J+48) 

 

(Sareen et 
al., 2013) 

(G4C2)n 24 jours  

(Boulting et 
al., 2011) 

>97% TUJ1  

<50% ISLET1 

 -Hyperexcitabilité (J+14)  (Wainger et 
al., 2014) 

(G4C2)n 45 jours 

(Devlin et al., 
2015) 

81% TUJ1 

45% HB9 

19% GFAP 

 -⬇Courants Na+/K+ voltage-
dépendants (J+35) 

- Hyper (J+21) puis 
hypoexcitabilité (J+49) 

-⬇Activité synaptique (J+49 

(Devlin et 
al., 2015) 

(G4C2)n 49 jours  

(Hu and 
Zhang, 2009) 

50 jours (Qu 
et al., 2014) 

29 jours (Shi 
et al., 2012a) 

82% TUJ1 

44% ISLET1 

-Foci  d’ARNs (J+ ?) 

-DPR (J+ ?) 

-morphologie 
anormale des 
mitochondries (J+ ?)  

-Susceptibilité apoptose (J+ ?) 

-⬆Ca2+ dans RE (J+ ?) 

-⬆Autophagie (J+ ?) 

-⬆Granules de stress (J+ ?) 

(Dafinca et 
al., 2016) 

(G4C2)n 14 jours 

(Maury et al., 
2015) 

Inconnu -DPR (J+8) -Transmission de DPR de 
cellule en cellule (J+8) 

(Westergard 
et al., 2016) 

(G4C2)n 31 jours  

(Amoroso et 
al., 2013) 

80% TUJ1 

35% CHAT 

-Foci  d’ARNs 
(J+14)  

-DPR (J+14) 

 

-Perturbation mitochondrie et 
stress oxydatif (J+56) 

-Dommage ADN (J+150) 
(avec le protocole Du, 80% 
Chat, J+56)  

 

(Lopez-
Gonzalez et 
al., 2016) 

(G4C2)n 7 jours 

(Hester et al., 
2011) 

62% HB9 

Glie 

-DPR(J+7) 

-Diminution survie 
(J+7) 

 (Imamura et 
al., 2017) 

(G4C2)n* 14 jours 

(Maury et al., 
2015) 

95% TAU  

50% ISLET1 

-Foci  d’ARNs (J+7)  

-DPR (J+7) 

-Dérégulation ARN et protéine 
de la sous unité AMPAR 
(J+21) 

-Sensibles à l’excitotoxicité 
(J+21) 

-Pas de différence 
d’excitabilité (J+7-35) 

(Selvaraj et 

al., 2018) ϕ 
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VALIDATION  

Il a été montré que les MNs mutés au niveau de C9ORF72 pouvaient contenir des DPR (Dafinca 

et al., 2016; Imamura et al., 2017; Lopez-Gonzalez et al., 2016; Selvaraj et al., 2018) et/ou des foci 

d’ARNs nucléaires (Dafinca et al., 2016; Lopez-Gonzalez et al., 2016; Sareen et al., 2013; Selvaraj 

et al., 2018). Seuls Imamura et al. ont rapporté que les MNs mutants mourraient avant les contrôles 

dès la première semaine de maturation (Imamura et al., 2017) mais leurs cultures étaient riches en 

cellules gliales.  

NOUVEAUX PHENOTYPES 

Les résultats de Dafinca et al. ont suggéré que la perturbation de l’homéostasie protéique dans des 

MNs porteurs d’expansions G4C2 pourrait jouer un rôle toxique. Ils ont observé que la quantité de 

protéine p62 (marqueur d’autophagie) et PABP (marqueur de granules de stress) était augmentée 

dans les MNs mutants. De plus, le taux de calcium était deux fois supérieur à la normale dans le 

RE, ce qui pourrait favoriser une réponse UPR, entrainer l’accumulation de calcium dans les 

mitochondries et ainsi participer à la perturbation mitochondriale (Dafinca et al., 2016). 

Dans les travaux de Lopez et al., où les MNs ont été cultivés plus de deux mois, les mitochondries 

étaient dysfonctionnelles. Ils ont démontré que la présence de DPR augmentait le potentiel de 

membrane des mitochondries de MNs porteurs d’expansions ou de MNs contrôles (Lopez-

Gonzalez et al., 2016). A l’inverse, Dafinca et al. ont montré que les mitochondries des MNs mutés, 

dont la morphologie était anormale, avaient un potentiel membranaire plus bas (Dafinca et al., 

2016). De plus, les quantités de protéines mitochondriales Bak et le Cytochrome C (apoptotiques) 

étaient augmentées alors que celles de Bcl-2 (anti-apoptotique) étaient diminuées (Dafinca et al., 

2016). Ces résultats suggèrent que la perturbation des mitochondries favoriserait la mortalité des 

MNs puisqu’une variation du potentiel membranaire mitochondrial est délétère pour la cellule. En 

effet, sa diminution induit le relargage du Cytochrome C (Mignotte and Vayssiere, 1998) tandis que 

son augmentation promeut la production d’espèces réactives de l’oxygène (Andrews et al., 2005). 

Ainsi, Lopez et al. ont observé une augmentation de la production de radicaux libres dans les MNs 

mutés associée à la fragmentation de l’ADN. Lopez-Gonzalez et al. ainsi que Dafinca et al. ont 

observé une diminution de la survie associée à une augmentation de l’expression de Caspase-3 

(Dafinca et al., 2016; Lopez-Gonzalez et al., 2016). 

Le phénotype excitable des MNs mutants semble dépendre du temps auquel il est analysé et de la 

présence ou non de cellules gliales dans la culture. Devlin et al. ont montré qu’après une vingtaine 

de jours, les MNs mutés étaient hyperexcitables et devenaient hypoexcitables avec le temps. Ils 

 Tableau 11, ci-contre | Comparaisons des phénotypes des MNs dérivés d’iPSC porteurs des 
expansions au niveau du gène C9ORF72. Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures 

de MNs. Sont indiqués le protocole utilisé et le temps de différenciation, les différents pourcentages de 
neurones générés et les phénotypes mis en évidence (validation et nouveaux phénotypes) avec une 
estimation de l’apparition du phénotype à partir de la génération des MNs. *Mutations corrigées, ϕEtude 
transcriptomique. (J+ ?) indique l’impossibilité à estimer le temps d’observation des phénotypes, vu que 
cette étude a utilisé 3 protocoles différents pour générer des MNs. 
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ont montré que l’hypoexcitabilité était associée à une diminution progressive des courants Na+/K+ 

impliqués dans les phases polarisantes et dépolarisantes du potentiel d’action. Ceci est en accord 

avec les résultats de Wainger et al. et Sareen et al. qui observent respectivement une augmentation 

d’excitabilité vers le 14ème jour de maturation et une diminution d’excitabilité le mois suivant (Sareen 

et al., 2013; Wainger et al., 2014). De plus, Sareen et al. ont observé une diminution de KCNQ3 

(Sareen et al., 2013) cohérente avec l’hypoexcitabilité des MNs mutés. En revanche, l’équipe de 

Chandran n’a elle, pas mis en évidence de différence d’excitabilité au cours de la maturation de la 

culture (Selvaraj et al., 2018) et ont expliqué cette différence par rapport aux études Devlin et al., 

Sareen et al. et Wainger et al.. par l’absence de glie dans leur culture (Devlin et al., 2015; Sareen 

et al., 2013; Wainger et al., 2014). 

Il a aussi été montré qu’après moins d’un mois de maturation, la transcription était perturbée. Grâce 

à une analyse transcriptomique, deux équipes ont mis en évidence une diminution des voies 

régulant la transmission synaptique (Sareen et al., 2013; Selvaraj et al., 2018). De nombreux gènes 

participants à la formation des synapses étaient dérégulés ainsi que des gènes impliqués dans 

l’excitabilité neuronale comme KCNQ3, déjà mentionné, qui code pour un canal potassique voltage-

dépendant (Sareen et al., 2013). D’autre part, Selvaraj et al. ont montré que l’expression de GluA1, 

une des sous-unités du récepteur AMPAR, était augmentée non seulement dans les MNs dérivés 

d’iPSC mais aussi dans des tissus post-mortem de patients SLA. Cette augmentation rendrait ainsi 

les MNs plus perméables aux ions Ca2+ et donc plus sensibles à l’excitotoxicité (Selvaraj et al., 

2018). 

 

TARDBP 

Cinq articles ont été publiés par 3 groupes différents sur des MNs portant des mutations au niveau 

du gène TARDBP (Tableau 12), en particulier la mutation M337V (Alami et al., 2014; Bilican et al., 

2012; Devlin et al., 2015; Egawa et al., 2012; Fujimori et al., 2018). La pureté de la culture en MNs 

de ces travaux varie de 50 à 80% mais seul la publication de Bilican et al. qui a étudié une culture 

de 50% de MNs, est dénuée de glie. 

VALIDATION  

La formation d’agrégats contenant TDP-43 est un marqueur de la pathologie. Trois des publications 

ont donc regardé si l’agrégation typique de TDP-43, nucléaire et cytoplasmique était retrouvée dans 

les MNs porteurs de mutation TARDBP (Bilican et al., 2012; Egawa et al., 2012; Fujimori et al., 

2018). Bilican et al. n’ont pas observé de relocalisation cytoplasmique à la différence d’Egawa et 

al. mais ils ont tous deux observé une augmentation de la fraction insoluble de la protéine (Bilican 

et al., 2012; Egawa et al., 2012). De leur côté, Fujimori et al. ont observé des agrégats de la protéine 

pTDP-43 dans le cytoplasme des MNs porteurs de mutations TARDBP et une augmentation de 

l’ARNm de TDP-43 dans les granules de stress (Fujimori et al., 2018). 
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Fujimori et al. ont observé une diminution de survie des MNs mutés au niveau du gène TARDBP à 

la différence de Devlin et al. qui ont étudié la même mutation (Devlin et al., 2015). Les autres études 

ont démontré que les MNs mutés étaient plus vulnérables en situation de stress oxydatif (Egawa 

et al., 2012) ou lorsque la voie Pi3k-Akt,  impliquée dans le déclenchement de l’apoptose, était 

modulée (Bilican et al., 2012; Brunet et al., 2001; Zhang et al., 2013).  

 

Mutation 

TARDBP 

Obtention 
MNs  

Pureté Validation post 
mortem 

Nouveaux phénotypes Référence 

M337V 50 jours 

(Bilican et al., 
2012) 

50% HB9 

 

-Agrégats TDP-43  
(J+ ?) 

-Vulnérabilité inhibition Pi3k 
(J+ ?) 

 (Bilican et 
al., 2012)& 

M337V 

Q343R 
G298S 

35 jours 

(Wada et al., 
2009) 

80% HB9  

Glie 

-Agrégats TDP-43 

(J+10) 

 

-Vulnérabilité stress oxydatif 
(J+10) 

-Perturbation de la transcription 
(dont ⬇ NFL/M) (J+10) 

-⬇neurites (J+10) 

(Egawa et 
al., 2012) 

G298S 

A315T 

M337V 

30 jours  

(Bilican et al., 
2012; Dimos 
et al., 2008) 

Très variable 

Sur de la glie 

 -Perturbation du transport 
rétrograde et antérograde de 
l’ARNm NF-L (+14) 

 

(Alami et al., 
2014) 

M337V 45 jours  

(Devlin et al., 
2015) 

 

81% TUJ1 

45% HB9  

19% GFAP 

 -Hyper (J+21) puis 
hypoexcitabilité (J+49) 

-⬇Courants Na+/K+ voltage-
dépendants (J+49) 

-Perte activité synaptique (J+49) 

(Devlin et al., 
2015) & 

M337V  

Q343R 

30jours  

(Fujimori et 
al., 2018)  

 

60% HB9 

Glie 

-Agrégats pTDP-43 

(J+5) 

-⬇survie (J+10) 

 

-renflements, ⬇neurites (J+10) 

-⬆Cytotoxicité, caspase (J+5) 

-⬆ROS (J+15) 

-Perturbation mitochondriale 
(J+15) 

-Perturbation de la transcription 
(J+15) 

(Fujimori et 

al., 2018) ϕ 

 

 

 

 

NOUVEAUX PHENOTYPES 

Egawa et al. ont montré que dans des MNs porteurs de mutation TARDBP, les niveaux des ARNs 

NF-L et NF-M étaient diminués après une dizaine de jours de maturation (Egawa et al., 2012). Ceci 

est en accord avec les travaux publiés par Chen et al. sur les MNs porteurs de la mutation SOD1 

A4V (Chen et al., 2014). La réduction de l’expression des sous-unités de NFs pourrait expliquer la 

diminution de l’arborisation dendritique qu’Egawa et al. ont observée (Egawa et al., 2012; Zhang et 

al., 2002).  

 Tableau 12 | Comparaisons des phénotypes de MNs dérivés d’iPSC porteurs de mutations au niveau 
du gène TARDBP. Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures de MNs. Sont indiqués le 

protocole utilisé et le temps de différenciation, les différents pourcentages de neurones générés et les 
phénotypes mis en évidence (validation et nouveaux phénotypes) avec une estimation de l’apparition du 
phénotype à partir de la génération des MNs. ϕEtude transcriptomique, &indique deux publications d’un même 
groupe. 
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Après deux semaines de maturation, Alami et al. ont montré que le transport axonal, notamment 

de l’ARNm des NF-L était perturbé dans les MNs mutants (Alami et al., 2014). Au même temps 

d’analyse, Fujimori et al. ont observé une dysfonction mitochondriale et une augmentation du stress 

oxydatif (Fujimori et al., 2018). 

Quant à l’excitabilité des MNs porteurs de la mutation M337V, Devlin et al. ont montré qu’ils étaient 

hyperexcitables après une vingtaine de jours de maturation et que cette excitabilité diminuait avec 

le temps. De la même façon que les MNs porteurs d’expansions G4C2, la diminution des potentiels 

d’action était associée à une diminution progressive des courants Na+ et K+ voltage-dépendants 

(Devlin et al., 2015). Pour la même mutation, Bilican et al. ont noté que les taux des récepteurs 

NMDA, AMPA et GABA – responsables de la régulation de l’excitabilité neuronale au niveau des 

dendrites -  étaient normaux (Bilican et al., 2012). 

 

FUS 

Six équipes différentes ont étudié des MNs porteurs de différentes mutations au niveau du gène 

FUS (Tableau 13). Chaque publication a utilisé son propre protocole, modifié à partir de ce qui 

avait été préalablement publié (Fujimori et al., 2018; Higelin et al., 2016; Ichiyanagi et al., 2016; 

Lenzi et al., 2015; Liu et al., 2015; Naujock et al., 2016). Deux autres équipes ont brièvement étudié 

des mutations du gène FUS pour comparer les phénotypes qu’ils avaient observés dans les MNs 

porteurs de la mutation SOD1 (Bhinge et al., 2017; Wainger et al., 2014). Toutes les études se sont 

concentrées sur des mutations affectant le domaine NLS de la protéine. La mutation la plus étudiée 

est la R521C. Un autre groupe a aussi étudié une mutation entrainant un décalage ribosomique en 

amont de cette région (Naujock et al., 2016; Naumann et al., 2018).  

 

Mutation 

FUS 

Obtention 
MNs  

Pureté Validation Nouveaux phénotypes Référence 

M511FS,  

H517Q 

24 jours  

(Boulting et 
al., 2011) 

>97% TUJ1 

<50% ISLET1  

 -Hyperexcitabilité 
(J+14)  

(Wainger et 
al., 2014) 

R521L, R521C, 
R495QfsX527 

36 jours 

(Naujock et 
al., 2016) 

85% TUJ1 

65% ISLET1 

 25%CHAT 

 -⬇Ratio Na+/K+ (⬇ Na+) 
(J+7) 

-Hypoexcitabilité  (J+7) 

-mRNA ⬇ canaux Na+ 

et ⬆ K+ (J+7) 

-⬆UPR et marqueurs 
apoptotiques (J+7) 

(Naujock et 

al., 2016) ε 

R514S, 

R521C, 

 

34 jours  

(Lenzi et 
al., 2015)   

15% ISLET1 -FUS 
cytoplasmique 
(J+0) 

-Agrégats FUS 
(J+0) 

-Vulnérabilité au stress 
oxydatif (J+0) 

-Granules de stress 
dépendent (J+0)de la 
délocalisation de FUS 
(J+0) 

 (Lenzi et al., 
2015) 
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 Tableau 13 | Comparaisons des phénotypes de MNs dérivés d’iPSC porteurs de mutations au 
niveau du gène FUS. Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures de MNs. Sont indiqués 

le protocole utilisé et le temps de différenciation, les différents pourcentages de neurones générés et les 
phénotypes mis en évidence (validation et nouveaux phénotypes) avec une estimation de l’apparition du 

phénotype à partir de la génération des MNs. *Mutations corrigées, ϕEtude transcriptomique, & ou  ε 

indiquent deux publications d’un même groupe. 

P525L  48 jours  

(Liu et al., 
2015)  

30% HB9 - Agrégats FUS 
(J+0) 

-FUS 
cytoplasmique   
(J+0) 

 

 

(Liu et al., 
2015) 

H517D 

 

44 jours  

(Imaizumi 
et al., 2015) 

 Pas de % - Agrégats FUS 
(J+0) 

-Fus cytoplasmique 
(J+0) 

-Dérégulation génique 
des progéniteurs (J-20) 

-Vulnérabilité au stress 
oxydatif, thermique et 
excitotoxique (granules 
de stress) (J+0) 

(Ichiyanagi et 

al., 2016) & ϕ 

R521C, 

R495QfsX527*, 

Asp502Thrfs∗27 

28 jours 

(Stockmann 
et al., 2013) 

 - Agrégats FUS 
(J+21) 

-Fus cytoplasmique 
(J+21) 

-Granules de stress 
dans neurites (J+42) 

-Dommages de l’ADN 
(J+21) 

(Higelin et al., 
2016) 

R521C*, R521L, 
R495QfsX527 

 

14 jours 

(Reinhardt 
et al., 2013) 

50% 
(marqueur?) 

-FUS 
cytoplasmique 
(J+16) 

-Renflements 
axonaux (J+16) 

-Hypoexcitabilité (J+16) 

-Dommages de l’ADN 
(J+0) 

(Naumann et 

al., 2018) ε 

H517D 

 

30jours 

(Fujimori et 
al., 2018) 

60% HB9 

 

Glie 

-Agrégats FUS 
(J+5) 

-renflements (J+10) 

-⬇neurites  (J+10) 

-⬇survie  (J+10) 

 

-⬆Cytotoxicité, caspase 
(J+10) 

-⬆ROS (J+15) 

-Perturbation 
mitochondriale (J+15) 

-Perturbation de la 
transcription (J+15) 

(Fujimori et al., 

2018) &ϕ 

 

 

 

 

 

VALIDATION  

Dans les MNs dérivés d’iPSC, FUS a été observé comme étant agrégé et délocalisé dans le 

cytoplasme de façon plus ou moins importante en fonction de la mutation (Higelin et al., 2016; 

Ichiyanagi et al., 2016; Liu et al., 2015; Naumann et al., 2018). Ce phénotype reproductible semble 

plus fréquent que l’agrégation ou la délocalisation de la protéine SOD1 ou TDP-43 dans les MNs 

mutants dérivés d’iPSC. 

Tout comme les MNs porteurs des expansions C9ORF72 ou de mutations TARDBP, les MNs 

mutants FUS seraient plus vulnérables en situation de stress (Ichiyanagi et al., 2016; Naujock et 

al., 2016). Higelin et al. ont d’ailleurs rapporté que l’ADN des MNs mutants était endommagé, 

comme dans les MNs porteurs d’expansions G4C2, et ce même dans de jeunes MNs (Higelin et 

al., 2016). 

NOUVEAUX PHENOTYPES 

Plusieurs études ont montré que plus FUS était exclu du noyau en situation normale plus il était 

recruté dans des granules en situation de stress oxydatif (Fujimori et al., 2018; Ichiyanagi et al., 
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2016; Lenzi et al., 2015), ce qui augmentait énormément la quantité de FUS extra-nucléaire (Lenzi 

et al., 2015a).  

Ichiyniagi et al. ont suggéré que la migration de FUS dans les granules de stress pourrait altérer  

l’expression des gènes et/ou leur épissage (Ichiyanagi et al., 2016). En effet, ils ont montré que dès 

le stade de progéniteurs, l’expression de certains gènes était altérée par rapport aux contrôles. Ces 

dérégulations affectaient en majorité des gènes associés à la différenciation et au développement 

neuronal, comme le gène NFASC codant pour la Neurofascine, présentée précédemment (Chapitre 

3 p.61)(Ichiyanagi et al., 2016) suggérant un défaut développemental des MNs mutants. 

Naujock et al. ont montré que dès la première semaine de maturation, les protéines telles que ATF4 

ou BiP étaient augmentées suggérant que la réponse UPR était donc plus activée dans les MNs 

porteurs de mutations au niveau du gène FUS (comme dans les MNs SOD1) (Naujock et al., 2016). 

Ils ont aussi observé que les MNs étaient hypoexcitables. Ils déchargeaient moins de potentiels 

d’action spontanés et le ratio des courants Na+/K+ était diminué, ce qui est concordant avec la 

dérégulation des gènes associés aux canaux voltage-dépendants rapportée dans la même étude 

(Naujock et al., 2016).  

Après la deuxième semaine de maturation, bien que Naumann et al. aient observé que les MNs 

mutants étaient toujours hypoexcitables, Wainger et al. ont montré que les MNs étaient 

hyperexcitables (Naumann et al., 2018; Wainger et al., 2014). Au même moment, Fujimori et al. ont 

mis en évidence une augmentation du stress oxydatif associé à des perturbations mitochondriales 

(Fujimori et al., 2018). 

 

SLA sporadique 

Quatre études indépendantes ont modélisé des formes SALS (Alves et al., 2015; Burkhardt et al., 

2013; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017) (Tableau 14). 

De façon intéressante, Burkhardt et al. ont montré que l’agrégation caractéristique de la protéine 

TDP-43 n’était pas retrouvée dans toutes les lignées de MNs issues de différents patients. Sur les 

16 formes sporadiques étudiées, seulement 3 montraient une agrégation intranucléaire de TDP-

43, soit moins de 20%. De façon surprenante, les MNs porteurs d’une mutation au niveau du gène 

TARDBP dans cette étude n’en possédaient pas. Par contre, ils ont retrouvé des agrégats TDP-43 

dans des neurones du cortex moteur différenciés à partir de cellules de patients sporadiques dont 

les MNs avaient une agrégation de TDP-43. Les agrégats étaient phosphorylés et non ubiquitinylés, 

suggérant que la phosphorylation précédait l’ubiquitinylation (Burkhardt et al., 2013).  
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En comparant les MNs issus de formes sporadiques aux MNs issus de formes familiales, Fujimori 

et al. ont pu démontrer que les MNs SALS avaient des phénotypes différents. Certains avaient des 

agrégats FUS, d’autres TDP-43 ou SOD1. De façon intéressante, l’apparition des phénotypes 

(atrophie, cytotoxicité, agrégats) était variable in vitro. Ainsi, ils ont montré qu’il était possible de 

regrouper les MNs dérivés d’iPSC-SALS par rapport à leurs caractéristiques in vitro ce qui était en 

corrélation plus ou moins étroite avec les caractéristiques cliniques des patients dont ils étaient 

issus (Fujimori et al., 2018). 

De façon intéressante, mais sur seulement 2 patients SALS, Alves et al. ont montré l’importance 

de la fonction mitochondriale dans l’altération des MNs SLA en comparant les gènes différemment 

exprimés. Près de 1600 gènes étaient dérégulés dans les ARNm des MNs issus de patients SALS. 

Les ARNm KIF1A et KIF1C, responsables du transport mitochondrial étaient diminués. De plus, 

l’expression des protéines Dynéine et Dynactine associées au transport axonal étaient aussi 

perturbée (Alves et al., 2015). 

 

2. LES ANALYSES ELECTROPHYSIOLOGIQUES 

Les publications ayant étudié l’excitabilité ont : soit étudié une seule forme familiale (Naumann et 

al., 2018; Selvaraj et al., 2018), soit comparé différentes formes de SLA entre elles (Devlin et al., 

2015; Naujock et al., 2016; Wainger et al., 2014). Comme représenté sur le tableau 15 ci-après, 

Obtention 
MNs  

Pureté Validation Nouveaux phénotypes Référence 

45 jours 

(Chambers 
et al., 2009) 

Inconnu -Agrégats TDP-43   (Burkhardt 
et al., 2013) 

20 jours 

(Hu and 
Zhang, 
2009) 

95% CHAT 

95% HB9 

 -perturbation de la transcription 
(J+0)  

(Alves et al., 

2015) ϕ 

7 jours 

(Hester et 
al., 2011) 

62% HB9 

Glie 

-Agrégats TDP-43 (J+7) 

-⬇survie (2/3) (J+7) 

 

  (Imamura et 
al., 2017) 

30 jours 

(Fujimori et 
al., 2018)  

60% HB9 

Glie 

-Atrophie (J+10) 

-Agrégats TDP-43, FUS 
ou SOD1 (J+10) 

 

-ROS (J+15) 

-perturbation de la transcription 
(J+15) 

 

(Fujimori et 

al., 2018) ϕ 

 Tableau 14 | Comparaisons des phénotypes de MNs dérivés d’iPSC issus de patients sporadiques. 

Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures de MNs. Sont indiqués le protocole utilisé et 
le temps de différenciation, les différents pourcentages de neurones générés et les différents phénotypes 
mis en évidence (validation et nouveaux phénotypes) avec une estimation de l’apparition du phénotype à 
partir de la génération des MNs. ϕEtude transcriptomique. 
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les études électrophysiologiques ont été réalisées à des temps d’analyses différents. Comme décrit 

dans les paragraphes précédents, les MNs mutants sont démontrés être hypo- ou hyperexcitables 

en fonction du temps en culture. Les courants ioniques apparaissent aussi altérés. Même s’il est 

difficile de comparer les différentes publications, il semble clair que les MNs SLA ont des défauts 

d’excitabilité et cela renforce l’idée selon laquelle la comparaison des différentes mutations dans 

un même contexte expérimental est primordiale. 

 

 

 

 

 

3. LES ANALYSES TRANSCRIPTOMIQUES 

Dans neuf études, une analyse transcriptomique a été réalisée sur des MNs dérivés d’iPSC issues 

de patients SLA (Alves et al., 2015; Bhinge et al., 2017; Egawa et al., 2012; Fujimori et al., 2018; 

Ichiyanagi et al., 2016; Imamura et al., 2017; Kiskinis et al., 2014; Sareen et al., 2013; Selvaraj et 

al., 2018) (Tableau 16). Comme vu précédemment, les MNs ont été différenciés avec différents 

protocoles et la pureté et la quantité de MNs obtenus ne sont pas toujours connues. Afin de palier 

Mutations Pureté Current-clamp Voltage-Clamp Référence 

SOD1 

A4V*, D90A, 
R115G 

 

>97% TUJ1 
<50%ISLET1 

-Hyperexcitabilité 
(J+14, 28)  

 

- ⬇Courants K+ (J+28) (Wainger et al., 2014) 

85% TUJ1 -Hypoexcitabilité (J+7)  

 

-⬇Ratio Na+/K+ (⬇ Na+) 
(J+7) 

(Naujock et al., 2016) 

C9ORF72 

 

>97% TUJ 
<50%ISLET 

-Hyperexcitabilité 
(J+14)  

 

 (Wainger et al., 2014) 

81% TUJ,  
45%HB9, 
19%GFAP 

- Hyper (J+21) puis 
hypoexcitabilité (J+49) 

-⬇Courants Na+/K+ voltage-
dépendants (J+35) 

-Perte activité synaptique 
(J+49) 

(Devlin et al., 2015) 

95% TAU, 
50% ISLET1 

-Pas de différence  

(J+7à35) 

(Selvaraj et al., 2018)  

TARDBP 

M337V 

81% TUJ1,  
45%HB9, 
19%GFAP 

-Hyper (J+21) puis 
hypoexcitabilité (J+49) 

-⬇Courants Na+/K+ voltage-
dépendants (J+49) 

-Perte activité synaptique 
(J+49) 

(Devlin et al., 2015) 

FUS 

M511FS, 
H517Q, 
R521L, 
R521C 

R495QfsX527 

>97% TUJ1 
<50%ISLET1 

-Hyperexcitabilité 
(J+14)  

 

 (Wainger et al., 2014) 

65% ISLET1, 
25%CHAT 

-Hypoexcitabilité  
(J+7) 

 

 

-⬇Ratio Na+/K+  (⬇ Na+, 
⬆K+) (J+7) 

(Naujock et al., 2016) 

 Tableau 15 | Comparaisons de l’excitabilité de MNs dérivés d’iPSC issus de patients FALS. 

Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures de MNs. Sont indiqués les différents 
pourcentages de neurones générés, les résultats de Patch-Clamp obtenus avec une estimation de 
l’apparition du phénotype à partir de la génération des MNs. Naumann et al., n’apparait pas car ils font 
partie du même groupe que Naujock et al. (La conclusion était identique pour les mêmes mutations mais 
à J+16). 
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à une faible génération de MNs, deux études ont réalisé au préalable un tri cellulaire sur des 

neurones transduits avec un vecteur exprimant la protéine RFP sous le promoteur HB9 

(HB9::RFP). Le tableau ci-dessous présente des résultats obtenus, de façon non exhaustive, et 

classé en fonction du temps de différenciation après la naissance des MNs auquel ils ont été 

analysés. 

Comparaisons Protocole Pureté Dérégulations des gènes de: Référence 

SOD1L144FVX 

et contrôles 

J+7  

FACS 
(HB9::RFP) 

Single-Cell  

62% HB9 

Glie 

⬆ TCA/chaîne respiratoire 

 

(Imamura et 

al., 2017) 

SOD1E100G 

et contrôle 

isogénique  

J+16 

« jeunes » 
MNs 

 

>70% ISLET1 - Ségrège par génotype 

-⬆Activation p53, UPR, cycle cellulaire, 

activation AP1 

-⬇Mitochondrie, ATP synthase, 

Phosphorylation Oxydative, ⬇GABA-R 

Implication de la voie ERK/JNK 

(Bhinge et 

al., 2017)  

SOD1A4V 

et contrôle 

isogénique 

J+30 

15 jours avec 

glie, FACS 

(HB9::RFP) + 

15 jours  

>97% TUJ1 

<50% ISLET1  

Glie 

-Ségrège par génotype 

-Transport (cytosquelette, ⬆Kinésines), 

Fonction mitochondriale, stress oxydatif, 

Transcription/Traduction, Réponse UPR 

(Kiskinis et 

al., 2014) 

C9ORF72(G4C2)n  

et contrôles dont 

isogéniques 

J+21 

 

95% TAU  

50% ISLET1 

-⬇Transmission synaptique,  

-⬆Métabolisme ARN, transport nucléaire et 

ioniques (dont GluA1, permeable Ca2+) 

(Selvaraj et 

al., 2018) 

C9ORF72(G4C2)n  

et contrôles   

J+48 55,5% SMI32 

66,5% TUJ1 

25% GFAP 

progéniteurs 

-Ségrége en fonction du nombre 

d’expansions 

-Adhésion cellulaire, transmission 

synaptique 

(Sareen et 

al., 2013) 

TARDBPM337V, Q343R, 

G298S 

et contrôles 

J+10 80% HB9 

Glie 

-Métabolisme de l’ARN (TDP43), granules 

de stress (TIA1), transport nucléaire, NFs 

(NFL/M) 

(Egawa et 

al., 2012) 

FUSH517D 

 et contrôles 

Progéniteurs INCONNU -Différenciation neurale, adhésion 
cellulaire, phosphorylation oxydative, 
import des canaux K+ (dont NFASC) 

(Ichiyanagi 

et al., 2016)  

SALS 

et contrôles 

J+0,  

« jeunes » 

MNs 

95% CHAT 

95%HB9 

-Mitochondrie (dont CytC, VDAC), 
phosphorylation oxydative, traffic 
intracellulaire (dont KIF1C), lysosome 

(Alves et al., 

2015)  

SOD1H46R, H43R 

TARDBPM337V, Q343R,  

FUSH517D  

SALS  

J+15 60% HB9 

Glie 

- FALS : Ségrège par génotype, 
dégradation des NT, dopamine, 
mitochondrie 

-FUS : Inflammation, synthèse des 
cathécolamines 

-TDP : AIS, actine, apoptose, potentiel 
d’action, transcription 

(Fujimori et 

al., 2018) ϕ 
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et contrôles -FUS+TDP : Inflammation, mitochondries 

-SALS : Ségrège par phénotype ; 
Dopamine et inflammation 

 

La quasi-totalité des publications ne compare qu’une seule forme de SLA par rapport aux contrôles. 

Seule une étude de 2018 a comparé des MNs issus de patients SALS et FALS porteurs de 

mutations différentes (Fujimori et al., 2018). Les MNs ont tous été comparés à un seul temps de 

différenciation : soit une comparaison entre progéniteurs de MNs (Ichiyanagi et al., 2016), soit entre 

« jeunes » MNs (Alves et al., 2015; Egawa et al., 2012; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017), 

ou soit entre MNs plus matures, après plus de deux semaines de maturation (Bhinge et al., 2017; 

Kiskinis et al., 2014; Sareen et al., 2013; Selvaraj et al., 2018). Ces analyses transcriptomiques ont 

permis de montrer des dérégulations de gènes liés aux phénotypes observés des MNs de patients. 

Malheureusement, parce que les protocoles, la pureté, les temps d’analyses et choix d’analyses 

ne sont pas les mêmes, il est difficile de comparer les résultats de ces différentes études entre eux. 

Quant à l’étude de Fujimori et al. qui compare différentes formes de SLA entre elles, la présence 

de glie ne permet pas de conclure si les différences observées sont uniquement intrinsèques aux 

MNs (Fujimori et al., 2018). 

 

4. CONCLUSION 

En conclusion, les différents protocoles utilisés dans ces travaux susmentionnés ne donnent pas 

des cultures avec les mêmes pourcentages de MNs et le temps d’analyse n’étant pas le même, il 

est difficile de les comparer. Malgré tout, ces travaux ont permis de démontrer qu’il était possible 

de modéliser la SLA à l’aide de MNs dérivés d’iPSC. En effet, ce qui avait déjà été décrit dans les 

tissus post-mortem de patients a été retrouvé dans des MNs dérivés d’iPSC porteurs de différentes 

formes de SLA, bien qu’ils gardent un phénotype « jeune » (Mertens et al., 2015). De plus, de 

nouvelles hypothèses ont pu émerger. La figure 23 tente d’établir une chronologie des phénotypes 

observés, sans tenir compte des mutations mais seulement des gènes mutés et la figure 24 

résume les phénotypes communs découverts à ce jour. Ainsi, il semble que la formation d’agrégats 

protéiques, un stress des MNs, des altérations des fonctions mitochondriales, des perturbations 

transcriptionelles et des défauts électrophysiologiques soient des défauts communs entre toutes 

les formes de SLA. Mais leurs chronologies sont peu concodordantes ce qui ne permet pas de 

distinguer un évènement qui pourrait expliquer spécifiquement la dégénerescence des MNs de 

patients SLA dans toutes ses formes. 

 Tableau 16, p.87 | Comparaisons des résultats d’analyses transcriptomiques de MNs dérivés 
d’iPSC issus de patients FALS et SALS. Différents protocoles ont été utilisés pour générer les cultures 

de MNs. Sont indiqués le temps de différenciation après la naissance des MNs auquel l’analyse 
transcriptomique a été réalisée, les différents pourcentages de neurones générés, et les résultats obtenus. 
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Figure 23 | Phénotypes observés dans des MNs dérivés d’iPSC porteurs de mutations au 
niveau du gène SOD1 (A), C9ORF72 (B), TARDBP (C) et FUS (D) en fonction du temps. 

Les phénotypes sont indiqués au temps le plus précoce auquel ils ont été observés. Les 
encadrés au-dessus de la flèche concernent les phénotypes déjà observés dans les tissus post-
mortem. Les encadrés du dessous représentent les nouveaux mécanismes mis en évidence. 
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Figure 24 | Découverte des mécanismes communs de la pathogénèse de la SLA via des MNs 
dérivés d’iPSC issues de formes familiales et sporadiques. Après la reprogrammation de fibroblastes 

en iPSC, la différenciation en MNs a permis de mettre en évidence des mécanismes communs aux 
différentes formes de SLA et de cribler des composés à visée thérapeutique de façon patient-spécifique. 
Cela pourrait aussi permettre de découvrir de nouveaux biomarqueurs. (Modifiée et actualisée d’après 
Matus et al., 2014) Réimprimée avec la permission d’Elsevier Inc. via le Copyright Clearance Center 
Licence No 4421891235216. 
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CHAPITRE 5  : THERAPIE DE LA SLA 

 

En permettant de modéliser la pathologie de n’importe quel individu atteint de SLA tout en gardant 

leur fond génétique, les MNs dérivés d’iPSC permettent une étude de toutes les formes de SLA 

alors que les modèles animaux ne représentent qu’une faible fraction des patients. 

Seront d’abord présentés dans ce chapitre les différents essais cliniques qui ont été lancés avec 

l’espoir de ralentir la progression de la SLA et les mécanismes qui ont été visés par chacun d’entre 

eux. Enfin sera exposé pourquoi les MNs dérivés d’iPSC pourraient permettre de cribler et 

d’accélérer le développement des molécules thérapeutiques en surmontant l’hétérogénéité de la 

pathologie. 

 

I. LES ESSAIS CLINIQUES DE LA SLA  

Plusieurs étapes séparent la découverte d’un composé de la mise sur le marché (Fig. 25). En 

moyenne, près de 10 ans sont nécessaires pour le développement des médicaments du SNC 

(Augustine et al., 2013). Après les études précliniques qui mènent à la découverte d’une molécule 

d’intérêt potentiel, les premières phases sont exploratrices et permettent d’évaluer la 

pharmacocinétique et la toxicité. La phase III est l’essai définitif à l’issue duquel les agences du 

médicament (Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux, FDA ; Agence 

Figure 25 | Les essais cliniques. Avant de passer chez l’homme, les nouvelles molécules sont testées in 

vitro et/ou dans des modèles animaux.  La première phase permet d’évaluer comment le corps métabolise le 

composé chimique. Toutes les phases surveillent de près la sécurité et les effets secondaires de l’intervention. 

La phase I, permet de vérifier la toxicité de la molécule. La phase II, avec un nombre de patients plus important 

permet d’évaluer la toxicité et le dosage optimal. Enfin, la phase III permet d’évaluer l’efficacité statistique du 

composé sur un plus large nombre de patients. Après cette phase décisive, les agences du médicament 

donnent ou non leur accord à la mise sur le marché et à la poursuite de l’évaluation du traitement  à grande 

échelle (Campbell, 2000). 
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européenne des médicaments, EMA) donneront ou non leur accord à une mise sur le marché si 

l’essai est positif. La phase IV est donc une étude constante de l’efficacité et de la toxicité du 

médicament à plus grande échelle (Campbell, 2000).   

Le site internet de l’institut national de Santé des 

Etats-Unis (NIH) «www.clinicaltrials.gov », répertorie 

depuis les années 2000 une majeure partie des 

essais cliniques du monde entier issus de fonds 

privés ou publics. J’ai donc analysé les essais 

répertoriés concernant la SLA en ciblant les essais 

incluant plus de 20 patients de la phase II à la phase 

IV jusqu’en juin 2018 dont les données étaient 

accessibles (Fig. 26). Plusieurs paramètres ont été 

pris en compte dont le type d’intervention et son 

mécanisme ciblé, les critères d’inclusions et 

d’exclusions, le nombre de participants, les dates de 

début ou de fin, les paramètres d’évaluation 

(ALSFRS18, SVC, FVC19, survie), et le résultat de 

l’essai si disponible.  

L’objectif premier était de comprendre quels mécanismes avaient été visés jusqu’à présent et si 

l’hétérogénéité des patients était prise en compte dans les critères d’inclusions et d’analyses. 

Depuis 2001, près d’une centaine d’essais cliniques à visée curative ont été entrepris, seulement  

1 composé est actuellement en phase IV (Riluzole) et 9 sont en phase III (Fig. 27). 

Non curatif, le Riluzole est toujours l’unique 

traitement dont l’effet ait été prouvé sur le long 

terme (Miller et al., 2007b). L’Edaravone, un anti-

oxydant, a récemment reçu l’approbation de la FDA 

et devrait rentrer en phase IV (Robinson, 2017). 

Malheureusement, son efficacité resterait moindre 

et son effet sur une mineure partie de patients font 

qu’elle n’est pas beaucoup prescrite, d’autant plus 

que son mode d’administration en intraveineuse 

reste très invasif (Lee et al., 2018; Oskarsson et al., 

2018). Le Mexilitine est pour l’instant en phase IV 

(Weiss et al., 2016) pour son action symptomatique 

contre les crampes, mais un essai de phase II est actuellement en cours pour évaluer son efficacité 

                                                      
18 ALS-FRS = ALS Functional Rating Scale permet évaluer la progression de l’atteinte motrice des patients SLA (Tao and 

Wu, 2017) 
19 SVC = Slow Vital Capacity,  FVC = Forced Vital Capacity permettent d’évaluer les fonctions pulmonnaires (Pinto and 

de Carvalho, 2017) 
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Figure 26 | Nombre d’essais cliniques 

par phase entrepris depuis les années 

2000. La plus grande partie des essais sont 

de phase II. 

Figure 27 | Proportions de composés 

testés par phase. 52 composés ont été 

testés : 31 composés sont en phase II, 20 

sont arrivés en phase III et 1 est en phase IV.  

60% 38%

2%

Phase II Phase III Phase IV

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Amyotrophic+Lateral+Sclerosis&Search=Apply&recrs=b&recrs=a&recrs=f&recrs=d&recrs=g&recrs=h&recrs=e&age_v=&gndr=&type=Intr&rslt=&phase=1&phase=2&phase=3
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sur la survie (NCT02781454). Pour rappel, le Mexilétine est un inhibiteur des courants Na+ voltage-

dépendants suggéré par une équipe japonaise à l’issue des études d’excitabilité des MNs spinaux 

(cf. Chapitre 3).   

Hormis le Riluzole, une vingtaine de composés ont dépassé la phase II (Fig. 26) qui compte le plus 

d’essais cliniques. Parmi ceux dont les résultats sont publiés, seulement l’Edaravone avait une 

réponse thérapeutique positive sur un ralentissement de l’aggravation de l’échelle ALS-FRS pour 

certains patients. 52% (11) des composés testés en phase III n’ont donc pas rempli les effets 

critères de succès. 43% (9) sont encore en cours ou en attente de résultats. Parmi les composés 

de phase II dont les résultats sont déjà publiés, 7 (44%) devraient passer en phase III, 9 (56%) se 

sont conclus par des échecs. 

Les composés testés ciblent pourtant les différents mécanismes impliqués dans la 

physiopathologie de la SLA : l’excitotoxicité, le stress oxydatif, le métabolisme énergétique et 

protéique, l’inflammation. Certains visent à protéger le neurone ou le muscle. D’autres ciblent le 

génome ou plusieurs mécanismes à la fois. Le tableau ci-dessous présente les différents composés 

testés de la phase II à la phase IV en fonction des mécanismes qui ont été ciblés (Tableau 17). 

 

Phase Composé Mécanisme ciblé 
Nombre de 

patients 
Résultat Référence 

Anti-Excitotoxique 

I/II Lacosamide Inactivation des canaux Na+ 
voltage-dépendants 

30 En cours NCT03186040 

II Talampanel Antagoniste du 
récepteur AMPA 

559 Echec 
(Pascuzzi et 

al., 2010) 

II Mexilétine Blocage des canaux Na+ 60 
✔FDA** 

(crampes***) 

(Weiss et al., 

2016) 

II Retigabine Ouverture des canaux K+ 192 OK (+/-)* 
(Kovalchuk et 

al., 2018). 

II/III Memantine Blocage des récepteurs 
NMDA 

63 OK (+/-)* 
(de Carvalho 

et al., 2010) 

III Ceftriaxone ⬆ Activité EAAT2 513 Echec 
(Cudkowicz et 

al., 2014) 

IV Riluzole Inhibe relargage du glutamate 414 
✔FDA** 

✔EMA** 

(Bensimon et 

al., 1994) 

Anti-Oxydant 

II Coenzyme Q10 ⬆ Propriétés antioxydatives 185 Echec 
(Kaufmann et 

al., 2009) 

II Rasagiline Inhibiteur de la MAO-B 252 OK (+/-)* 
(Macchi et al., 

2015) 
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II Lunasin Regimen 
Vitamines, antioxydants, 

CoQ10, Créatine 
50 En attente NCT02709330 

II/III Deferiprone Chélateur de fer 210 En cours NCT03293069 

III Vitamine E Supplément anti-oxydant 160 Echec 
(Graf et al., 

2005) 

III Edaravone ⬆ Propriétés antioxydatives 206 ✔ FDA** 
(Group MCI-

186, 2017) 

Neurotrophique/Neuroprotecteur 

III IGF-1 Facteur de croissance 330 Echec 
(Sorenson et 

al., 2008) 

III 
NurOwn® (MSC-NTF 

cells) 

Autogreffe de MSC pour 

sécréter des NTFs 
200 En cours NCT03280056 

III Vitamine B12 Supplément neurotrophique 128 En cours NCT03548311 

II/III TCH346 
Anti-apoptotique via inhibition 

GAPDH 
591 Echec 

(Miller et al., 

2007a) 

II Ozanezumab 
Anticorps contre NOGO-A 

(neurite outgrowth inhibitor) 
304 Echec 

(Meininger et 

al., 2017) 

II TUDCA Anti-apoptotique 34 
OK ⬇ de la 

progression 

(Elia et al., 

2016) 

Métabolisme énergétique 

II Creatine ⬆Production ATP 107 Echec 
(Rosenfeld et 

al., 2008) 

III Dexpramipexole ⬆ Fonction mitochondriale 943 Echec 
(Cudkowicz et 

al., 2013) 

II/III Olesoxime Inhibe ouverture mPTP 512 Echec 
(Lenglet et al., 

2014) 

II Vitamine H ⬆Production ATP 30 En cours NCT03427086 

II RNS60 ⬆Production ATP 140 En cours NCT02988297 

inflammation 

I/II hGRPs 
Transplantation par injection 
hGRP, Remplacement des 
astrocytes 

30 En cours NCT02478450 

II Celecoxib Inhibe synthèse 
prostaglandine 

200 Echec 
(Cudkowicz et 

al., 2006) 

III Minocycline Antibiotique 400 Echec 
(Gordon et al., 

2007) 

II Thalidomide Modulation des cytokines 40 Echec 
(Meyer et al., 

2008) 

II Glatiramer acetate Immunomodulateur 366 Echec 
(Meininger et 

al., 2009) 
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II Pioglitazone Agoniste des récepteurs 
PPAR-γ 

219 Echec 
(Dupuis et al., 

2012) 

II Fingolimod Antagoniste des récepteurs 
S1P 

30 OK (+/-) * 
(Berry et al., 

2017) 

II Immunosuppression 
Basiliximab, Tacrolimus, 

Mycophenolate, et Prednisone 
31 OK (+/-) * 

(Fournier et al., 

2018) 

II Ibudilast 
Inhibe phosphodiestérase 

 
71 En attente NCT02238626 

II Tocilizumab 
Inhibe récepteur IL-6 

 

22 En attente NCT02469896 

II 
Hormone 

corticotrope 
Module cytokines 213 En cours NCT03068754 

II IC14 
Anticorps contre CD14 

 
50 En cours NCT03508453 

II IL-2 
Survie des lymphocytes T 

 
216 En cours NCT03039673 

II/III G-CSF Stimule la production de 
granulocytes 

40 Echec 
(Amirzagar et 

al., 2015) 

III Masitinib Cible les mastocytes et 
macrophages 

406 
❎ EMA 

refus 
(EMA, 2018) 

Homéostasie protéique 

III Lithium ⬆ Autophagie 243 Echec 

(UKMND-

LiCALS Study 

Group, 2013) 

III Arimoclomol 
⬆ HSP 

 

231 En cours NCT03491462 

Muscle 

II Pimozide Stabilise transmission  
neuromusculaire 

100 En cours NCT03272503 

III Levosimendan Stabilise la liaison troponine 
C/Ca2+ 

 

450 
En cours NCT03505021 

III Tirasemtiv Activateur de la troponine du 
muscle squelettique rapide 

 

743 
En attente NCT02496767 

Génomique 

I/II 
Sodium 

phenylbutyrate 
Inhibe histone déacétylase 40 OK (+/-)* 

(Cudkowicz et 

al., 2009) 

I/II Pyrimethamine Inhibe gène SOD1 32 En attente 
(Lange et al., 

2017) 

II 
Antiretroviral 

(Triumeq) 
Inhibe intégrase et 
transcriptase inverse 

40 En cours NCT02868580 

III Sodium Valproate Inhibe histone déacétylase 165 Echec 
(Piepers et al., 

2009) 
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Multiple 

I/II 
Pioglitazone 

+Tretinoïne 

- Anti-inflammatoire 

- Neuroprotecteur 

27 Echec 
(Levine et al., 

2012) 

II 
Creatine +Celocoxib 

/Minocycline 

- Protection mitochondrie 

- Anti-inflammatoire 
60 OK (+/-)* 

(Gordon et al., 

2008) 

II 
Phenylbutyrate 

+TUDCA 

- Inhibe histone deacetylase 

- Anti-apoptotique 
132 En cours NCT03127514 

II 
Lithium 

+Valproate 

- Homéostasie protéique 

- Inhibe HDAC6 

40 En cours NCT03204500 

  

 

 

 

Bien que la plupart des mécanismes décrits dans la pathologie aient été ciblés, des fois plusieurs 

en même temps, la majorité des essais cliniques ont échoué du fait de leur toxicité ou de leur 

inefficacité. Cela peut pourrait s’expliquer par plusieurs raisons dont : 

- Une intervention trop tardive. Dans plus de 30 essais cliniques, le temps depuis l’initiation 

de la pathologie n’a pas été pris en compte alors que c’est un paramètre important puisque 

les premières faiblesses pourraient être déjà signes que certains MNs sont morts ou 

dysfonctionnels, d’autant plus qu’aucun biomarqueur diagnostic précoce permettant 

d’inclure plus rapidement des patients n’est pas encore disponible. Or, plus le temps passe, 

plus la dégénérescence peut s’aggraver et plus la chance de protéger les MNs s’amoindrît. 

 

- L’absence de biomarqueur prédictif, pharmacodynamique et évolutif qui peut freiner le 

développment de stratégies thérapeutiques plus efficaces (Benatar et al., 2016) (cf.p.26). 

 

- Des essais sur des populations SLA trop hétérogènes. Les essais thérapeutiques ne 

ciblent pas des sous-populations plus homogènes de SLA. La grande majorité des essais 

ont exclu les individus atteints d’une SLA-DFT. Deux essais se sont focalisés sur des 

formes familiales dont un spécifiquement sur des patients porteurs de la mutation au niveau 

du gène SOD1 (Pyrimethamine, NCT01083667 ; Ariclomol, NCT00706147). Quatre ont 

inclus uniquement des patients SALS (Mexilétine, NCT02781454 ; GCSF, NCT01825551, 

Triumeq, NCT02868580, Rpramipexole NCT00140218). Le fait que l’Edaravone ait été 

positif avec une ré-analyse sur une sous-population de patient est un indice qui va dans ce 

sens (Takahashi et al., 2017).  

 

 Tableau 17 | Les différents composés testés de la phase II à la phase IV classé en fonction des 

mécanismes ciblés. * Ne sont pas toxiques mais nécessitent des études supplémentaires pour observer 

un résultat sur la survie ou la progression. ** ✔ ou ❎   Autorisation ou refus des agences du médicament 

pour une mise sur le marché. *** Le mexilétine a reçu l’autorisation de la FDA pour son action contre les 

crampes. (MSC, cellules stromales mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse ; NTFs, facteurs 

neurotrophiques ; hGRP, Human Glial Restricted Progenitor Cells, Clinicaltrials.gov). 

 (ClinicalTrials.gov) 
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- La limite des modèles (in vitro et in vivo) dans lesquels les molécules sont préalablement 

testées. 

 

II. LES MOTONEURONES DERIVES DE CELLULES SOUCHES 

PLURIPOTENTES INDUITES HUMAINES POUR CRIBLER DES MOLECULES 

A VISEE THERAPEUTIQUE 

Les études publiées sur les iPSC montrent qu’il est possible de modéliser la SLA in vitro puisqu’y 

sont retrouvés des signes majeurs de la SLA  (cf. Chapitre 4). Neuf articles ont utilisé les MNs 

dérivés d’iPSC issus de patients SLA comme plateforme pour cribler différentes molécules afin 

d’identifier des composés capables d’augmenter la survie des MNs et 3 études ont testé des 

molécules spécifiques pour restaurer un phénotype anormal. Le tableau 18 ci-dessous présente 

les différentes études ayant testé des molécules à visée thérapeutique.  

Egawa et al., qui avaient observé une perturbation de la transcription, ont testé 4 composés pouvant 

la moduler (Egawa et al., 2012). En plus de protéger les MNs suite au stress oxydatif induit par 

l’arsénite, l’acide anacardique, un inhibiteur d’histone acetyltransférase, a corrigé certaines 

perturbations transcriptionnelles en réduisant l’induction des voies NFκB et TNFα qui étaient 

augmentées dans les MNs mutants TARDBP, ainsi qu’en réduisant l’ARNm de TDP-43 et en 

augmentant l’ARNm de NF-M (Egawa et al., 2012). Deux essais cliniques ont notamment eu pour 

cible l’acétylation des histones (Cudkowicz et al., 2009; Piepers et al., 2009) mais les essais ont 

été soit un échec, soit avec un effet limité. Il aurait pu être intéressant de tester ces molécules 

(Sodium Valproate et Sodium phénylburate) sur des MNs dérivés d’iPSC ou de pouvoir cibler des 

patients mutés au niveau du gène TARDBP. 

 

MNs Criblage Composé candidat Effet Référence 

TARDBP (Q343R, 

M337V, G298S) 

4 Acide Anacardique 

(inhibe histone 

acetyltransferase) 

 

-⬇Induction voie NFκB et TNFα 

-⬇ARNm TDP-43 et ⬆ ARNm 

NF-M 

-⬆Neurites 

 -⬆Survie suite au stress oxydatif  

(Egawa et 

al., 2012) 

 

SOD1 (L144F) 

TARDBP (M337V) 

5000 Kenpaullone -⬆Survie suite à un stress induit 

par le retrait de NTFs  

(Yang et al., 

2013) 

C9ORF72 (G4C2)n non ASOs contre l’ARNm de 

C9ORF72 

-Suppression des foci d’ARNs 

-Restaure défauts transcription 

(DPP6, CBLN2, CBLN1, CBLN4, 

SLITRK2) 

(Sareen et 

al., 2013) 
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C9ORF72 (G4C2)n non Vitamine E -⬇Stress oxydatif et la 

fragmentation de l’ADN 

(Lopez-

Gonzalez et 

al., 2016) 

SALS 1757 Inhibiteurs de CDK et JNK 

Triptolide, Digoxin 

LanatosideC, ProscillaridinA 

- ⬇Agrégats TDP-43 (Burkhardt 

et al., 2013) 

 

SOD1 (A4V, 

D90A, G85S) 

C9ORF72 (G4C2)n  

FUS (M511FS, 

H517Q) 

non Retigabine  

(active Kv7) 

-⬇Stress du RE (XBP1s) 

-Bloque hyperexcitabilité 

-⬆Survie (SOD1 A4V) 

(Wainger et 

al., 2014) 

 

SOD1 (A4V) 

FUS (R495Q) 

non 4-AminoPyridine  

(bloque canaux K+) 

-Restaure hypoexcitabilité 

-⬇Caspase 3 

(Naujock et 

al., 2016) 

SOD1 (L144FVX, 

G93S) 

C9ORF72  

TARDBP (M337V, 

Q343R, G298S) 

SALS 

1416 Bosutinib 

. 

 

SOD1L1444FX  

- ⬇Phosphorylation Src/c-Abl  

-Restaure niveau de p62 et 

stimulerait l’autophagie  

-Restaure le niveau d’ATP  

FALS et 2/3 SALS  

-⬆Survie, ⬇ agrégats 

(Imamura et 

al., 2017) 

 
 

SOD1 (H46R, 

H43R) 

TARDBP (M337V, 

Q343R) 

FUS (H517D) 

SALS 

1232 Ropinorole (agoniste de 

récepteur dopaminergique) 

FALS : Restaure activité 

mitochondriale  

-⬇Agrégats, caspase 3, 

cytotoxicité, ROS, atrophie (non-

SOD1 MNs) 

SALS : ⬇ Agrégats, cytotoxicité, 

ROS, atrophie (16/22, « non-

SOD1 modèle ») 

(Fujimori et 

al., 2018) 

 

 

 

Rubin et al. ont criblés près de 5000 composés sur des MNs dérivés de sourisG93A  en comparant 

leur survie lors d’un stress induit par le retrait de NTFs nécessaires à leur survie (Yang et al., 2013). 

Parmi les composés se trouvaient l’Olexime et le Dexpramipexole qui venaient d’échouer en phase 

III (Cudkowicz et al., 2013; Lenglet et al., 2014).  Ils ont découvert que la Kenpaullone, un inhibiteur 

de GSK3 20 , améliorait fortement la survie des MNs SLA et ce plus que l’Olexime et le 

Dexpramipexole.  En plus d’améliorer la survie suite au retrait de NTFs, la Kenpaullone améliorait 

aussi la survie en situation de stress induit par l’inhibition de Pi3k (impliquée dans la régulation de 

                                                      
20 Impliquée dans de nombreuses voies de signalisation, dont la stabilité des MTs (Cho and Johnson, 2004). 

 Tableau 18 | Les différentes études ayant testées des molécules à visée thérapeutique dans les 

MNs dérivés d’iPSC. Seule la Rétigabine a pour l’instant abouti à un essai clinique (NCT02450552). 
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la survie neuronale) et diminuait la quantité de protéine SOD1 mutée. Ils ont aussi démontré que 

la Kenpaullone promouvait la survie de MNs dérivés d’iPSC issues de patients porteurs de la 

mutation SOD1LI44F tout comme l’Olexime mais pas le Dexpramipexole. Aucun de ces trois 

composés n’améliorait la survie des MNs dérivés de patients TARDBPM337V, si ce n’est la 

Kenpaullone dans une seule lignée.  Ces résultats ont suggéré qu’il était possible d’utiliser les MNs 

dérivés de cellules souches pour identifier des composés candidats et surtout de comprendre les 

effets de distinctes molécules sur les différentes formes de SLA pour améliorer la découverte de 

meilleurs traitements de façon patient-spécifique (Yang et al., 2013). 

Trois autres équipes ont réalisé un criblage de composés sur plusieurs formes de SLA et ont trouvé 

plusieurs molécules qui diminuaient les agrégats TDP-43 : des inhibiteurs de cyclines kinase, des 

glycosides cardiaques (Burkhardt et al., 2013), le Bosutinib (Imamura et al., 2017) et le Ropinirole 

(Fujimori et al., 2018). Imamura et al. ont observé que le Bosutinib protégeait les MNs issus de 

patients SLA porteurs de différentes mutations au niveau du gène SOD1, TARDBP et C9ORF72 

ainsi que des MNs dérivés de patients SALS. Ils ont montré qu’il agissait en inhibant la voie Src/c-

Abl, ce qui activait l’autophagie et la dégradation des protéines mal conformées. En plus de 

diminuer TDP-43 dans les iPSC issues de patients SALS ou de patients mutés au niveau du gène 

TARDBP, il a été montré qu’il pouvait aussi réduire la quantité de DPR dans les MNs porteurs 

d’expansions G4C2 (Imamura et al., 2017).  

Très récemment, le Ropinirole a été étudié sur des MNs dérivés d’iPSC et s’est montré beaucoup 

plus efficace que le Riluzole, l’Edaravone ou d’autres composés déjà testés dans des essais 

cliniques infructueux (Ceftriaxone, Dexpramipexole). Outre la diminution des agrégats TDP-43 des 

MNs issus de patients mutants TARDBP ou SALS, l’étude a montré qu’il pouvait aussi diminuer les 

agrégats FUS des MNs porteurs de mutation FUS. De plus, il pouvait diminuer les anomalies 

mitochondriales dans les MNs issus de patients FALS. De façon intéressante, ils ont observé que 

le Ropinirole protègeait les MNs mutants FUS et TARDBP contre l’atrophie, le stress oxydatif et 

l’apoptose mais pas les MNs mutés au niveau du gène SOD1, dont il ne diminuait pas non plus les 

agrégats présents. En outre, il protègeait aussi les MNs SALS dont le phénotype ne se rapprochait 

pas de celui des SOD1. Ces résultats ont suggéré que les MNs porteurs des mutations FUS et 

TARDBP étaient affectés par des mécanismes différents que les MNs porteurs des mutations 

SOD1, de la même façon que différents mécanismes devaient aussi être impliqués dans les 

différents MNs issus de patients SALS ayant des pathologies différentes (Fujimori et al., 2018).  

En outre, Sareen et al. ont montré qu’il était aussi possible d’utiliser des oligonucléotides anti-sens 

(ASOs) pour supprimer les ARNs foci présents et corriger certaines perturbations 

transcriptionnelles induites par les expansions dans les MNs C9ORF72 (Sareen et al., 2013). Les 

résultats d’un essai clinique de phase I administrant en intrathécal des ASOs dirigés contre l’ARNm 

de SOD1 pour des individus porteurs d’une mutation au niveau du gène SOD1 a d’ailleurs montré 

que l’utilisation d’ASOs n’était pas toxique et que cette technique pouvait être utilisée à des fins 

thérapeutiques (Miller et al., 2013). 
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Wainger et al. et Naujock et al., qui avaient démontré respectivement que les MNs dérivés d’iPSC 

SLA étaient hyperexcitables ou hypoexcitables ont pu renverser le phénotype observé en utilisant 

des composés déjà validés par la FDA (Naujock et al., 2016; Wainger et al., 2014): la Rétigabine 

qui bloque l’hyperexcitabilité et améliore la survie en activant les canaux K+ voltage-dépendants et 

la 4-Aminopyridine qui augmente l’excitabilité en les bloquant. Alors que la Rétigabine n’a pas été 

testé précliniquement dans les animaux modèles SLA, elle a été testée directement dans un essai 

clinique de phase II (NCT02450552) où les patients étaient suivis par les techniques de TTNCS et 

TMS (cf. p.54). Elle devrait passer en phase III d’ici peu car l’étude a montré que la Rétigabine a 

un effet sur l’excitabilité des nerfs périphériques mais de nouveaux essais sont nécessaires pour 

conclure quant à son efficacité thérapeutique sur le long terme (Kovalchuk et al., 2018).  

--- 

En récapitulant l’hétérogénéité clinique et génétique des patients atteints de SLA in vitro, les MNs 

dérivés d’iPSC représentent un bon modèle préclinique pour la découverte ou le repositionnement 

de molécules thérapeutiques. La variabilité des phénotypes mis en exergue et les réponses 

différentes aux traitements pharmacologiques suggèrent que l’initiation de la cascade des 

mécanismes mis en jeu dans la physiopathologie de la SLA pourrait être différente suivant les 

patients. Analyser de façon patient-spécifique les mécanismes impliqués dans la dégénérescence 

des MNs pourrait permettre de classer les individus atteints de SLA dans des sous-groupes pour 

améliorer la stratégie thérapeutique et rendre possible une médecine plus personnalisée. 
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CHAPITRE 6  : LES OBJECTIFS 

 

L’objectif principal de ma thèse a été de comparer des MNs humains issus de patients avec 

différentes formes de SLA, dans un même contexte expérimental afin d’identifier des mécanismes 

intrinsèques aux MNs communs ou divergents entre les différentes formes. 

Lorsque j’ai commencé ma thèse, le groupe de Delphine Bohl avait déjà généré des iPSC à partir 

de fibroblastes de deux patients porteurs d’expansions G4C2 dans le gène C9ORF72, d’un patient 

porteur de la mutation SOD1N139D, et d’un patient porteur de la mutation TARDBPG348C. Ces deux 

dernières mutations n’ont jusqu’à présent jamais été étudiées dans ce modèle.  

Les premiers travaux publiés concernant des MNs dérivés d’iPSC issues d’individus atteints de 

SLA datent de 2012 et étudiaient des MNs porteurs des mutations au niveau des gènes SOD1, 

C9ORF72, TARDBP et FUS. A mon arrivée deux ans plus tard, huit papiers avaient été publiés 

(Alami et al., 2014; Bilican et al., 2012; Burkhardt et al., 2013; Chen et al., 2014; Egawa et al., 2012; 

Kiskinis et al., 2014; Sareen et al., 2013; Wainger et al., 2014). Aujourd’hui, ce chiffre est monté a 

une vingtaine (cf. Tableaux 10-13, Chapitre 4).  

Toutes ces études modélisent la SLA avec des MNs spinaux générés à partir de différents 

protocoles. Comme le montre Sances et al. (cf. Tableau 9, p.73), il existe presque autant de 

protocoles que de publications, avec des cinétiques de génération (induction, spécification, 

maturation) très différentes (Sances et al., 2016). De plus, aucune des publications n’a défini quel 

sous type de MNs a été étudié alors que cela a son importance puisque certaines catégories de 

MNs sont plus affectées que d’autres dans la SLA, comme décrit dans les chapitres précédents. 

D’autre part, comme presque toutes les publications ne se focalisent que sur une seule forme de 

SLA, il est quasi impossible de comparer les cinétiques d’apparition des phénotypes dans les MNs 

de différents patients. 

A mon arrivée dans le laboratoire, une autre limitation des modèles était que les cultures étudiées 

n’étaient ni pures ni bien définies. Le pourcentage restait proche de 50% et la plupart des cultures 

contenaient de la glie. Or, comme décrit précédemment dans le chapitre 2, la suppression de la 

protéine SOD1 mutée au niveau de la glie rallonge l’espérance de vie des souris SOD1G93A, ce qui 

montre bien que la glie participe à la dégénérescence du MNs dans ce modèle. En outre, utilisant 

des astrocytes dérivés de tissus post-mortem de patients FALS et SALS, Haidet-Phillips et al. ont 

montré que les astrocytes exerçaient un effet toxique sur les MNs (Haidet-Phillips et al., 2011), tout 

comme Meyer et al., à partir d’astrocytes dérivés de fibroblastes de patients (Do-Ha et al., 2017; 

Meyer et al., 2014; Pirooznia et al., 2014). Parmi tous ces travaux, seule une étude qui ne 

concernait que des MNs mutés au niveau du gène SOD1, contenait plus de 70% de MNs et était 

dépourvu de glie (Chen et al., 2014).  
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Dans ce contexte, mes objectifs ont été de : 

1. Générer des cultures pures de MNs et les caractériser finement par RNAseq, avec une 

optimisation très stricte des conditions de culture afin de pouvoir ensuite comparer les 

phénotypes de MNs issus de sujets sains et d’individus atteints de SLA. 

 

2. Valider les modèles. Autrement dit, savoir si les MNs générés récapitulent des phénotypes 

typiques des MNs observés chez les patients (excitabilité) et dans les tissus post-mortem 

d’individus atteints de la SLA (présence d’agrégats et mortalité cellulaire). Pour cela, les 

analyses ont été réalisées à différents temps pour définir le moment auquel les MNs 

porteurs de mutations SLA avaient des phénotypes différents par rapport  aux MNs 

contrôles. 

 

3. Comparer dans un même contexte expérimental des MNs porteurs de différentes mutations 

SLA, du point de vue phénotypique, fonctionnel et transcriptomique afin d’identifier des 

mécanismes communs ou divergents impliqués dans l’initiation de la SLA.
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CHAPITRE 7  : LES RESULTATS  

 

Ce chapitre présente les résultats obtenus lors de mon travail de thèse. Le travail principal sera 

d’abord introduit puis détaillé sous forme d’article en anglais. Dans une deuxième et troisième partie 

seront présentés les résultats obtenus en collaboration avec le laboratoire du Dr Van Den Bosch 

(VIB Institute, Louvain) et l’équipe du Dr Lafon (Institut Pasteur, Paris). 

I. ARTICLE 1 : DEFAUTS INTRINSEQUES DE MOTONEURONES SPINAUX 

DERIVES DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES INDUITES ISSUES 

D’INDIVIDUS ATTEINTS DE DIFFERENTES FORMES DE SLA 

1. INTRODUCTION  

La SLA est une maladie fatale, sans thérapie efficace qui compte 10% de patients FALS. La 

majorité des formes génétiques sont causées par 4 mutations : les expansions G4C2 au niveau du 

premier intron du gène C9ORF72, les mutations au niveau du gène SOD1 et les mutations au 

niveau des gènes codant pour des protéines de liaisons à l’ADN : TARDBP et FUS.   

Les patients porteurs d’expansions G4C2 sont les plus fréquents. Généralement, ils développent 

une forme rapide de SLA qui commence au niveau bulbaire et la plupart ont aussi des défauts 

cognitifs. Pour la majorité des patients mutés au niveau du gène SOD1, la première faiblesse 

musculaire est ressentie au niveau des membres inférieurs et la maladie se développe de façon 

très agressive. Classiquement, les premiers symptômes des individus mutés au niveau du gène 

TARDBP apparaissent au niveau bulbaire ou au niveau d’un membre. Ces patients ont une 

espérance de vie plutôt courte. Quant à la SLA des patients mutés au niveau du gène FUS, elle se 

déclare majoritairement avant 40 ans et la maladie est plus rapide que la moyenne des patients 

SLA. Malgré tout, ces observations sont des généralités. Plus qu’une maladie, la SLA est un 

syndrome dont les premiers symptômes commencent insidieusement, avec une initiation aussi 

variable que sa progression, rendant le diagnostic et le pronostic difficiles à établir. En effet, 

certaines mutations sont caractérisées par leur imprédictibilité et aucun traitement curatif et 

marqueur de diagnostic établi n’existent à ce jour. 

Les études sur les patients et sur les modèles animaux ont permis de soulever plusieurs 

hypothèses pouvant expliquer la dégénérescence spécifique des MNs. La modélisation de la SLA 

grâce au modèle murin muté SOD1 a permis de montrer que l’initiation de la pathologie était 

intrinsèque aux MNs, mais ceci n’a pas été rapporté pour les autres mutations. Ainsi, la SLA pourrait 

s’expliquer par des perturbations du cytosquelette et du transport axonal, une dérégulation de 

l’homéostasie protéique, des défauts du métabolisme des ARNs, une augmentation du stress 

oxydatif et/ou une sensibilité à l’excitotoxicité. Malgré ces hypothèses, le ou les mécanisme(s) 

impliqué(s) dans l’initiation de la SLA reste(nt) méconnu(s).  
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Alors que les modèles animaux ne se limitent qu’à certaines mutations, l’utilisation de MNs dérivés 

d’iPSC permet d’étudier n’importe quelle forme familiale ou sporadique, que l’étiologie génétique 

soit connue ou non (Guo et al., 2017a). Depuis qu’il est possible de générer des MNs à partir 

d’iPSC, plus de 20 publications ont étudié des MNs spinaux issus d’individus atteints de SLA.  

Ces modèles ont été validés. En effet, ils reproduisent ce qui avait déjà été décrit dans les tissus 

post-mortem d’individus atteints de SLA, tel que des agrégats protéiques ou la perte cellulaire. 

Néanmoins, la majorité des études publiées à ce jour ont étudié les agrégats spécifiques de la 

forme génétique dont ils sont issus : les agrégats de la protéine SOD1, TDP-43 ou FUS dans les 

MNs dérivés de fibroblastes de patients mutés respectivement au niveau du gène SOD1, TARDBP 

ou FUS, ainsi que la présence de foci d’ARNs et de DPR pour les MNs porteurs d’expansions 

G4C2.  

Peu nombreux sont les travaux qui ont essayé de voir si certains marqueurs pouvaient être aussi 

présents sans forcément être associés à la forme génétique typique de l’agrégat. Or, par exemple 

la présence d’agrégats de la protéine TDP-43 peut être retrouvée dans la plupart des tissus post-

mortem de patients qu’ils soient mutés ou non au niveau du gène TARDBP. De la même façon 

l’accumulation de NFs, bien que non spécifique de la SLA est aussi un des marqueurs les plus 

impressionnants de la pathologie et n’a pas non plus été étudiée extensivement dans les MNs 

dérivés d’iPSC alors que plusieurs études post-mortem ont soumis l’hypothèse qu’ils apparaîtraient 

de façon précoce, quelle que soit la mutation (Saberi et al., 2015). Aujourd’hui, les NFs sont les 

biomarqueurs les plus prometteurs de la pathologie (Khalil et al., 2018; Rossi et al., 2018b).  

D’autre part, les publications concernant les MNs dérivés de patients atteints de SLA ont aussi 

permis de découvrir de nouveaux mécanismes et/ou de mettre en avant ceux qui seraient impliqués 

à un stade précoce de la maladie, tels que la perturbation du cytosquelette ou les défauts 

d’excitabilité. Malheureusement, parce que la majorité des travaux n’étudie qu’une seule forme de 

SLA, parce que chaque publication se restreint à son propre protocole et parce que chaque 

protocole produit une culture de MNs plus ou moins pure et plus ou moins bien définie, il est très 

difficile de comparer les conclusions entre elles et donc d’établir une chronologie précise entre 

chaque évènement pour identifier le ou les défaut(s) primaire(s), intrinsèques et à l’origine de la 

dégénérescence spécifique des MNs. 

Notre objectif a donc été de rechercher les mécanismes communs ou différents impliqués dans la 

dégénérescence des MNs de formes distinctes de SLA dans un même protocole expérimental, à 

trois temps différents de culture : au stade de progéniteurs de MNs, au stade de « jeune » MNs 

(dès que les MNs apparaissent en culture) et à un stade plus mature. En outre, nous nous sommes 

posé la question de savoir si l’accumulation anormale de protéines et notamment de NFs pouvait 

induire une altération spécifique au niveau du segment proximal de l’axone, une région cruciale 

pour maintenanir l’intégrité axonale et pour l’initiation du potentiel d’action. 
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2. RESUME DES RESULTATS  

GENERATION DES IPSC ET DIFFERENCIATION EN MNS (Table 1. p.144, Supplementary 

Fig. 1-4 p.180) 

Lors de la reprogrammation de fibroblastes en iPSC, plusieurs clones apparaissent en culture sous 

forme de « clusters21 » de cellules que l’on appelle « clone ». Des clones sont ensuite isolés, 

amplifiés, caractérisés et sélectionnés en fonction de leur capacité à générer les types cellulaires 

des trois feuillets embryonnaires (ectoderme, endoderme et mésoderme). Les clones sélectionnés 

pour chaque sujet contrôle et chaque patient SLA étudié sont listés dans le Tableau 1 et leurs 

caractérisations sont présentées dans les figures supplémentaires 1 à 4. Il s’agit de quatre 

patients : un patient porteur de la mutation SOD1N139D, un porteur de la mutation TARDBPG348C et 

de deux patients porteurs d’expansions G4C2 au niveau du gène C9ORF72. 

DIFFERENCIATION DES IPSC EN MNS, MATURATION ET SURVIE (Fig1. p.150) 

Après la caractérisation des différents clones comme étant des iPSC, les cellules ont été 

différenciées en MNs pour savoir si les mutations SLA étaient un frein ou non à la différenciation 

et maturation des iPSC en MNs (Fig. 1A-1C).  

Nous avons différencié et comparé les pourcentages de MNs obtenus pour 5 clones issus de 3 

individus sains (MNs contrôles), 3 clones porteurs de la mutation TARDBPG348C, 3 clones porteurs 

de la mutation SOD1N139D (chacun issu d’un même patient) et de 3 clones porteurs d’expansions 

G4C2 dans le gène C9ORF72 (issus de deux patients différents). Quelle que soit la mutation, les 

cellules iPSC ont généré autant de MNs que les contrôles (Fig. 1G). De plus, tous les MNs 

exprimaient les transporteurs vésiculaires à l’acétylcholine (VACHT) (Fig. 1H) et avaient la capacité 

de générer des potentiels d’action, montrant ainsi leur maturation et leur fonctionnalité. 

D’autre part, nous n’avons pas observé de mort cellulaire évidente dans les MNs SLA, même après 

10 semaines de culture (Fig. 1I). 

PROFILS TRANSCRIPTOMIQUES DES MNS CONTROLES ET DES MNS SLA (Fig. 2, 

p.152) 

Dans un deuxième temps, notre question a été de définir quelle population de MNs nous avions 

générée. Pour ce faire, nous avons isolé les ARNs des cellules à trois temps différents et réalisé 

une analyse transcriptomique des principaux marqueurs neuronaux et des marqueurs de cellules 

gliales (Fig. 2A). Les cellules exprimaient avec le temps des facteurs de transcription spécifiques 

aux progéniteurs de MNs (OLIG2, PAX6) puis des marqueurs de MNs (ISLET1, HB9, ACHE, 

VACHT), confirmant que les cellules générées étaient bien des MNs spinaux (Fig. 2B-G). De plus, 

aucun marqueur d’astrocytes ou d’oligodendrocytes n’a été détecté, confirmant que la population 

de MNs étudiée était dépourvue de cellules gliales (Fig. 2H-I). L’expression des gènes HOXC456 

                                                      
21 Cluster de cellule = groupement de cellules ayant la même origine 
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et FOXP1 a confirmé que les MNs générés étaient des MNs typiques du niveau rostral de la moelle 

épinière innervant les MNs de la LMC, colonne la plus affectée par la SLA (Fig. 2J-2M). 

PERTURBATION DE L’EXCITABILITE DES MNS SLA (Fig. 3, p.154), ANOMALIES 

PROTEIQUES (Fig. 4 p.156) ET ALTERATION DE L’INTEGRITE AXONALE (Fig. 5 et 6 

p.158) 

Après avoir validé que la différenciation des iPSC aboutissait à la génération de cultures pures de 

MNs spinaux qui dégénèrent dans la SLA, nous avons étudié s’ils reproduisaient les phénotypes 

typiques associés à la pathologie ; à savoir l’excitabilité des MNs spinaux des individus atteints et 

la présence des marqueurs majeurs de la pathologie dont (i) la présence d’agrégats TDP-43, 

composé des inclusions en écheveaux ; (ii) la présence d’inclusions de Cystatine C, spécifiques 

des corps de Bunina ; et enfin (iii) la présence d’accumulation de NFs.  

Les analyses de Patch-Clamp ont suggéré que les MNs SLA étaient plus excitables que les MNs 

contrôles, ce qui était en accord avec les conclusions tirées des études d’excitabilité mesurées au 

niveau des MNs spinaux de patients atteints de SLA (Fig. 3).  

Grâce à des marquages immunocytochimiques, nous avons observé la présence d’inclusions 

neuritiques de la protéine SOD1 dans les MNs porteurs de la mutation SOD1N139D (Fig. 4A) et de 

foci d’ARNs dans les MNs porteurs d’expansions G4C2. Nous avons aussi observé de rares 

agrégats TDP-43 uniquement dans les MNs porteurs de la mutation TARDBPG348C, et sans 

délocalisation nucléaire de la protéine (Fig. 4B et 4C). Dans ces MNs, était aussi accumulée de la 

Cystatine C au niveau des somas ainsi qu’au niveau de prolongements neuritiques. De façon moins 

importante, la Cystatine C était aussi accumulée dans les somas des MNs porteurs des expansions 

G4C2, mais pas dans les MNs mutants SOD1N139D (Fig. 4D et 4E). En outre, nous avons retrouvé 

des accumulations de NF-L et de pNFs dans les MNs mutants SOD1N139D  et C9ORF72.  

De façon intéressante, nous avons montré que les accumulations de pNFs étaient localisées au 

niveau de l’AIS et qu’en leur présence l’intégrité de ce segment était altérée. Sachant que l’AIS 

joue un rôle dans la polarité axonale et l’initiation du potentiel d’action, notre modèle propose que 

la perturbation de ce segment pourrait altérer l’intégrité des MNs de patients (Fig. 5 et 6). 

 ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE PAR RNA-SEQ (Fig. 7, p.162 et Table 2-5 p.145). 

Afin de voir si les altérations phénotypiques observées après la maturation des MNs étaient liées 

à des dérégulations moléculaires ou étaient présentes plus tôt, nous avons réalisé une étude 

transcriptomique en séquençant les ARNs des MNs dérivés d’iPSC. Nous avons comparé les 

différents MNs SLA par rapport aux MNs contrôles à chaque stade de différenciation. Nous avons 

aussi comparé comment les gènes étaient régulés entre chacun de ces stades pour les MNs SLA 

et les MNs contrôles.  

Alors qu’il n’y a pas de variation au niveau de l’expression des gènes des MNs contrôles jeunes et 

des MNs contrôles plus matures, ce n’est pas le cas des MNs SLA, dans lesquels près de 2500 

gènes sont exprimés différemment lors de la maturation (Fig.7A et 7B). Ainsi, l’analyse 
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transcriptomiques entre de jeunes MNs SLA et des MNs SLA plus matures a permis de mettre en 

évidence deux voies de signalisations dérégulées, dans le temps, et par rapport aux contrôles : la 

voie de signalisation « SLA (hsa05014) » (Tableau 2) et la voie de « l’interaction entre Ankyrines 

et protéines de liaisons L1 (R-HAS-445095)», sachant notamment que l’AnkG est le composant 

organisateur de l’AIS (Tableau 3). De plus, lors de la maturation, une grande partie des gènes 

dérégulés était associée aux potentiels d’action, à l’organisation du cytosquelette et au transport 

axonal (Tableau 4).  

En outre, nous avons observé que deux gènes codant pour des protéines pouvant être sécrétées 

(CHL1 et CTSF) étaient dérégulés au cours de la différenciation des MNs SLA suggérant qu’elles 

pourraient potentiellement être de précoces biomarqueurs de la pathologie (Fig. 7G, H et Tableau 

5).  

 

3. CONCLUSION  

Puisque les mutations n’empêchent pas la différenciation des cellules en MNs, nous avons  pu 

mettre en évidence les points communs et les divergences provoqués par trois différentes 

mutations de SLA (SOD1N139D, TARDBPG348C et C9ORF72(G4C2)n) dans des MNs spinaux de la LMC 

dans un même contexte expérimental. 

En présence de NTFs, nous n’avons pas mis en évidence de mortalité des MNs, mais nous avons 

pu observer des différences d’excitabilité avec le temps.  

Après deux semaines de maturation, nous avons observé des accumulations/agrégations 

spécifiques à chaque mutation : des agrégats de protéine SOD1, des foci d’ARNs et des agrégats 

de la protéine TDP-43 respectivement dans les formes mutées au niveau des gènes SOD1, 

C9ORF72 et TARDBP.  

De façon cohérente avec la littérature, la protéine Cystatine C était accumulée dans les MNs 

mutants C9ORF72 et TARDBP, mais pas dans les MNs SOD1. D’autre part, nous avons mis en 

évidence la perturbation de différentes sous-unités de NFs, notamment l’accumulation de pNFs au 

niveau du cône d’émergence de l’axone et de la partie proximale de l’AIS dans les MNs mutés au 

niveau des gènes SOD1 et C9ORF72. Ces accumulations étaient associées à une délocalisation 

distale de l’AIS, une perturbation de la localisation de canaux Na+ voltage-dépendants et une 

augmentation du calibre axonal. 

Les analyses transcriptomiques lors de la maturation des MNs SLA ont renforcé ces résultats où 

différentes voies de signalisations associées aux phénotypes observés étaient significativement 

dérégulées (« SLA », « interaction Ankyrine/L1 », et dérégulations de protéines impliquées dans la 

génération des potentiels d’action). En outre, le gène CHL1 - codant pour une protéine nécessaire 

au recrutement de l’ANKG à la membrane - était dérégulé dans les MNs SLA, y compris dans les 
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MNs TARDBP où l’accumulation au niveau de l’AIS n’a pas été mise en évidence (bien qu’ils 

présentaient malgré tout des accumulations de NF-L). A noter qu’il n’a pas été possible de réaliser 

des tri-marquages AnkG/NF-L/pNFs du fait de la nature des anticorps disponibles. Cela aurait peut-

être pu permettre de montrer si des accumulations spécifiques au niveau de l’AIS des MNs 

TARDBPG348C avaient les mêmes conséquences. 

Pris dans leur ensemble, ces résultats suggèrent que la chronologie des évènements 

pathologiques est différente entre chaque mutation et qu’une dérégulation de l’AIS pourrait être un 

événement précoce commun impliqué dans l’intégrité des MNs et la pathogénicité de la SLA.
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Abstract 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a heterogeneous neurodegenerative disorder 

characterized by a selective and progressive loss of motor neurons (MNs), leading to 

muscle atrophy, paralysis and death. Despite years of studies in ALS animal models and 

patients, and the description of various mechanisms involved in the pathogenesis of ALS, 

the causes of MN axonal degeneration and cell death are still unknown and there is no 

effective treatment. 

In order to assess MN intrinsic defects and to identify affected common and divergent 

genes/pathways in different ALS forms, we compared in a similar experimental context 

MNs derived from ALS patients. We generated induced pluripotent stem cells (iPSC) from 

control subjects and patients carrying mutations in the three main genes responsible for 

ALS: C9ORF72, SOD1, TARDBP. iPSC clones were differentiated into pure cultures of 

spinal MNs of the lateral motor column, primarily affected in ALS. We then compared 

MNs at the cellular and molecular levels, at three distinct differentiation stages: in MNs 

precursors, new-born post-mitotic MNs and MNs maintained 2 more weeks in culture.  

First, we observed that ALS MNs survived as control ones and were able to fire action 

potentials. Interestingly, excitability of both mutant C9ORF72 and SOD1 MNs became 

altered with time in culture, whereas mutant TARDBP MNs were not affected. In younger 

cultures, we observed accumulations/aggregations of different proteins, including 

neurofilaments (NFs), and Cystatin C, a component of Bunina bodies, never searched 

before. We observed specific patterns of protein accumulations depending on the ALS 

form. Interestingly, abnormal accumulations of NFs were observed in proximal motor 

axons in the region including the axon hillock (AH) and the axonal initial segment (AIS), 

crucial regions for action potential initiation and specific axon integrity. In the presence of 

phosphorylated heavy NF (pNFs) subunit accumulations in mutant C9ORF72 and SOD1 

MNs, the AIS and sodium Nav channels were delocalized and axon calibers increased. 

Whereas these pNF accumulations were not seen in mutant TARDBP MNs, common genes 

and pathways linked to AH, AIS, ion channels and axonal transport were deregulated with 

time in MNs derived from the 3 different ALS forms.  

Taken together, our results suggest that mechanisms leading to MN death in ALS may be 

the consequences of multiple protein aggregations and the subsequent structural and 

molecular alterations of AH and AIS axonal proximal regions, two sub-compartments 

crucial for polarity and excitability of MNs.
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Introduction 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal degenerative disorder that primarily affects 

the motor system. ALS is characterized by rapidly progressive degeneration of the 

pyramidal tract controlling movement. It is the most common motor neuron (MN) disease 

in adults and survival is limited to 2-5 years after disease onset. ALS is heterogeneous at 

different levels with various clinical phenotypes, different rates of disease progression, and 

at the genetic level with ~90% of sporadic forms (SALS) and only ~10% of familial forms 

(FALS). G4C2 expansions in the chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF2) and 

mutations in the superoxide dismutase 1 (SOD1), the TAR DNA-binding protein 

(TARDBP) and the fused in sarcoma (FUS) genes are the most frequent ALS causes and 

account for ~60% of FALS and close to ~10% of SALS (Ghasemi and Brown, 2018; 

Laferriere and Polymenidou, 2015).  

Today, there is still no treatment so far able to interrupt the disease process. Only riluzole, 

a glutamate release blocker, provides a few months benefits for patient survival 

(Bellingham, 2011; Bensimon et al., 1994). Thus, there is an urgent unmet need for new 

neuroprotective compounds, but also for biomarkers to allow early diagnosis and to monitor 

disease progression. Among candidates, neurofilaments (NF), the most abundant protein in 

MNs, are emerging as potential biomarkers (Gaiani et al., 2017; Rossi et al., 2018a). 

Recently, it was shown in a multicenter study that cerebrospinal fluid (CSF) and serum NF 

concentrations discriminate ALS with early symptoms onset from other neurologic diseases 

(Feneberg et al., 2017). 

The development of several animal and cellular models of the disease since ALS 

description allowed to reveal several disease mechanisms that may be involved in MN 

degeneration and death. But it is clear today that all these biological pathways (e.g. 

perturbations of protein homeostasis and/or RNA metabolism, cytoskeleton disturbance 

and axonal transport defects, excitotoxicity) are quite numerous and heterogeneous and that 

the initial dysfunction(s) specific to MNs remains to be defined (Van Damme et al., 2017).  

As ALS disease-causing gene mutations are typically inherited in an autosomal dominant 

manner with one normal allele encoding the normal protein and one mutated gene encoding 

a mutated one that can acquire new conformations and/or new functions, the primary event 

in mutant cells may be a response to the presence of this abnormal protein. Indeed, at the 

cellular level, the presence of ubiquitin-positive inclusions in the remaining MNs of spinal 
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ventral horns of patients are among common ALS pathological features, as well as axonal 

retraction and loss of MN cell bodies. TDP-43 was shown to be present in these ubiquitin-

positive inclusions in 95% of patients ( Blokhuis et al., 2013). But this is not the only protein 

that accumulates in ALS MNs. Indeed, nuclear and cytoplasmic accumulations or 

aggregates/inclusions were shown to contain proteins encoded by either ALS and non-ALS 

associated genes, such as SOD1, FUS, C9ORF72 DPRs (dipeptide repeats), NFEH (heavy 

NF), SQSTM1 (p62), PFN1 (Profilin1), PRPH (Peripherin), CST3 (Cystatin C), and TRFE 

(Transferrin) (Blokhuis et al., 2013; Kato, 2007; Mizuno et al., 2006; Okamoto et al., 1993; 

Ravits, 2014), suggesting that MN accumulations and/or aggregates may have 

heterogeneous contents from one patient to another. 

In order to assess whether these heterogeneous aggregates/inclusions are present in MNs 

derived from different ALS forms and may lead to a common defect in MNs, we generated 

induced pluripotent stem cells (iPSC) from patients carrying mutations in the three main 

genes responsible for ALS: C9ORF72, SOD1, and TARDBP. We then compared in a 

similar experimental context MN intrinsic defects at the cellular and molecular levels at 

different time-points of their differentiation status. Several studies already described iPSC 

models but the vast majority focuses on one ALS form. Interestingly, these studies showed 

protein accumulations/ aggregations in MNs, but only those of their genetic background 

(Bhinge et al., 2017; Bilican et al., 2012; Chen et al., 2014; Dafinca et al., 2016; Egawa et 

al., 2012; Higelin et al., 2016; Ichiyanagi et al., 2016; Lenzi et al., 2015; Liu et al., 2015; 

Lopez-Gonzalez et al., 2016; Naumann et al., 2018; Sareen et al., 2013; Selvaraj et al., 

2018; Westergard et al., 2016). Another limitation to the comparison of MN phenotypes 

observed between ALS forms in published reports is that there are nearly as many protocols 

to generate iPSC-derived MNs as publication numbers (Bohl et al., 2016; Sances et al., 

2016). Even in studies comparing different ALS forms, MN cultures were either of 

unknown purity, contained less than 50% of ISLET1-positive neurons or contained 

astrocytes that may affect intrinsic MN properties (Burkhardt et al., 2013; Devlin et al., 

2015; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017; Naujock et al., 2016; Wainger et al., 

2014), making comparisons nearly impossible.  

Another important question is related to the specific susceptibility of MNs to cell death 

compared to other mutated cells as ALS causing genes are ubiquitously expressed. One 

hypothesis is linked to the great length of its axon and requirements necessary to maintain 

axonal polarity and its specific functions. Also among highly specialized neuronal 
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compartments, the axon initial segment (AIS) localized in the proximal axonal region, just 

after the axon hillock (AH), serves crucial neuron-specific physiological functions (Nelson 

and Jenkins, 2017). AIS is the site of action potential initiation and plays an essential role 

in axon-dendritic polarity (Jones and Svitkina, 2016; Leterrier, 2018), regulating protein 

mobility between the soma and the axon with a surface diffusion barrier. AIS molecular 

components include ion channels and cell adhesion molecules anchored to a specialized 

ankyrin/spectrin scaffold connected to both actin filaments and microtubules. The central 

interacting hub of the complex is Ankyrin G. Interestingly, each neuron subtype seems to 

have a specific AIS responsible to its particular excitability properties, depending on AIS 

length and distance from the soma, and its combination and distribution of voltage-gated 

sodium (Nav) and voltage-gated potassium (Kv) channel isoforms. Recently, AIS was 

shown to be affected in a vast range of pathological conditions and was pointed out as the 

place of axonal transport perturbations present in neurodegenerative diseases (Huang and 

Rasband, 2018). In ALS, in the SOD1G93A mouse model, accumulations of both NFs and 

mitochondria were described in the AIS (Sasaki et al., 2005b, 2005c), consistent with 

axonal proximal alterations described in ALS post-mortem tissues of patients (Sasaki and 

Iwata, 1996b, 1996c, 2007; Sasaki and Maruyama, 1992b; Sasaki et al., 1989, 1990). In the 

present report, we asked whether the AH and AIS were altered in ALS iPSC-derived MNs 

and whether this could be linked to protein accumulations in this proximal axonal region. 

For that purpose, ALS iPSC-derived MNs were compared using protein immune-labelling, 

electrophysiology recording and gene expression profiling to compare pathophysiological 

alterations induced in MNs by the presence of three main ALS mutations (C9ORF72(G4C2)n, 

SOD1N139D and TARDBPG348C), and to identify commonalities and divergences between 

ALS forms that could have an impact on early therapeutic strategies.  
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Materials and methods 

Human cells 

To establish a fibroblast collection from ALS patients to generate iPSC, skin biopsies were 

proposed to french ALS patients, in collaboration with the French National Referral Center 

for ALS at the Pitié-Salpétriêre hospital (Paris, France) and the Institut Pasteur (project 

promoter) (Paris, France). This protocol was validated by the Agence Française de Sécurité 

Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) and a Comité de Protection des Personnes 

(CPP) (CPP Ile de France VI; protocol 2010-33-ALSCELL). Fibroblasts from the 

TARDBP gene mutated patient were obtained from the Erasmus Hospital (Brussels, 

Belgium) after informed consent of the patient and approval of an ethical committee (CPP 

Ile de France II, DC 2011-534). Explicit consents were signed by patients. For control 

subjects, skin fibroblast cultures were obtained from the Centre de Ressources Biologiques 

(CRB) of Lyon (France). A statement of all biological samples was made according to 

french laws formulated by the Research Ministry. 

 

Post-mortem tissues of ALS patients 

The patients were enrolled in a brain donation program declared to the Ministry of Research 

and Universities, as requested by french laws. An explicit consent was signed by the patient 

himself, or by the next of kin, in the name of the patient, in accordance with the French 

Bioethical Laws.  Three levels of spinal cord (cervical, thoracic, lumbar) were taken. 

Immunostainings with pNFs were performed after deparaffinisation of 5 μm thick sections 

by an automatic slide stainer (Benchmark XT Ventana staining system). Slides were pre-

treated at 95°C in either CC1 (pH 8) proprietary retrieval buffer (Ventana Medical 

Systems). Antibodies were targeted with a biotin-free detection system (Ventana Medical 

Systems ultraview universal DAB Detection Kit).  

 

IPSC generation and characterization 

For two control subjects (11 and 33 years-old) and the patient TARDBP mutated patient, 

reprogrammation of fibroblasts into iPSC was done with integrative retroviral vectors as 

previously described (Lemonnier et al., 2011), except that TARDBP mutant fibroblasts 

were reprogrammed with 5 vectors encoding OCT4, SOX2, KLF4, C-MYC and NANOG. 
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Other fibroblasts (the control subject of 69 years-old and the three patients mutated in 

SOD1 and C9ORF72) were reprogrammed with integration-free CytoTune-iPS 2.0 Sendai 

Reprogramming Kit (ThermoFisher Scientific), as described previously (Gautier et al., 

2016). Briefly, after transduction of fibroblasts with vectors, fibroblasts were plated either 

onto irradiated mouse embryonic fibroblasts (iMEF) or on Geltrex (ThermoFisher 

Scientific)-coated plates in feeder-free conditions. IPSC-like clones were observed ~3 

weeks after genes transfer. Clones were picked and expanded, and manually passaged every 

5-7 days. After few passages, colonies were passaged with 0.5mM UltraPure™ EDTA pH 

8.0 (ThermoFisher Scientific), and maintained in Essential 8 Medium (ThermoFisher 

Scientific) on Geltrex-coated plates. One control iPSC clone (named Ctrl60) was obtained 

from the European Collection of Authenticated Cell cultures (HipSci supplier) (UK) and is 

derived from fibroblasts of a 60-64 years-old man (catalogue number: 77650156). 

Quality control for iPSC was performed as suggested by the International Stem Cell 

Banking Initiative (International Stem Cell Banking Initiative, 2009). iPSC were cultured 

as Embryoid Bodies (EBs) for 10 days and then plated on Geltrex and cultured in fibroblast 

medium (DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum) for another 10 days to induce 

spontaneous differentiation. Pluripotency and differentiation potential of iPSCs and their 

EB derivatives were analyzed by immunostaining and PCR with reverse transcription (RT-

PCR), as described previously (Lemonnier et al., 2011; Toli et al., 2015). When integrative 

vectors were used for reprogrammation, quantitative RT-PCR was performed as described 

previously (Toli et al., 2015) to confirm efficient repression of exogenously introduced 

genes (Supplementary Fig. S2). Genome integrity was assessed by Illumina Human 

OmniExpress-24 SNP array (300,000 markers) (Integragen, Evry, France) and analyzed 

using KaryoStudio and GenomeStudio softwares (Illumina). SNP deviations in the iPSC 

lines were compared to the original pool of fibroblasts. These analysis confirmed the 

identity of the iPSC clone compared to the original fibroblasts and that they had not 

acquired large-scale copy number variations, although a small number of small-scale indels 

were found (well below the level that would be detected by G-banding). Genotyping of 

SOD1 and TARDBP mutations as well as analysis of hexanucleotide expansions in the 

C9ORF72 gene were performed by PCR on genomic DNA isolated from fibroblasts, iPSC 

clones and derivatives by PCR amplification and sequencing (Millecamps et al., 2012). 
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Differentiation of iPSC into MNs 

MNs differentiation was performed as described by Maury et al. 2015 (Maury et al., 2015) 

with slight modifications. Briefly, iPSC clones were dissociated within StemPro™ 

Accutase™ (ThermoFisher Scientific) and 2.105 cells/ml were suspended into a Neuronal 

Basic Medium (NBM) composed by 1:1 DMEM/F-12 / Neurobasal™ (ThermoFisher 

Scientific), L-Ascorbic acid (0.01 μM, Sigma), N2 (ThermoFisher Scientific) and B27™ 

supplement minus vitamin A (ThermoFisher Scientific), supplemented with SB431542 

(20µM, Tocris Bioscience, Bristol, UK), LDN-193189 (0.2µM, Stemgent) and CHIR99021 

(3µM, Stemgent). Embryonic Bodies (EBs) were formed within one day and 2 days later 

the NBM was supplemented with retinoic acid (0.1µM, Sigma) and SAG smoothened 

ligand (0.5µM, Enzo Life Sciences, NY, USA) until day 14. CHIR99021 was removed at 

day 2, while SB431542 and LDN-193189 were removed at day 4.  BDNF, GDNF 

(10ng/mL, Miltenyi Biotec) were added at day 7. At day 9, DAPT (10µM, Sigma) was 

added and EBs were dissociated the next day with Trypsin-EDTA (ThermoFisher 

Scientific) (pMNs, Fig. 1A). Dissociated single cells were seeded onto coverslips coated 

either with PEI (Polyethyleneimine) solution (2mg/ml, Sigma) or Polyornithine (100μg/ml, 

Sigma) and Laminin (20µg/ml, Sigma). Between day 14 and day 17, cells were incubated 

in NBM with DAPT, BDNF and GNDF. From day 18 (T0, Fig. 1A) and until the end of 

each experiment, DAPT was removed from NBM, while CNTF and IGF1 were added 

(10ng/mL, Miltenyi Biotec) (Fig. 1A). 

 

Immunocytochemistry 

Cells were washed in phosphate buffered saline (PBS) and fixed with 4% 

paraformaldehyde (PFA) (Euromedex) for 10 minutes at room temperature (RT). For ion 

channels staining, cells were fixed 10 minutes with PFA 1% (RT) and 10 minutes in 

Methanol at -20°C. Cells were then incubated in a blocking solution (PBS supplemented 

with 1% bovine serum albumin (BSA), 2% normal goat serum (NGS), 0.1% Triton-X100) 

for 1 hour (RT). Primary antibodies were added and cells were incubated either for 2 hours 

at RT or overnight at 4°C. Secondary antibodies were added for 1 hour at RT in PBS 

supplemented with BSA and NGS (Supplementary Table S1 and S2). Nuclei were stained 

with Hoechst H33342 (ThermoFisher Scientific). Slides were mounted with Fluoromount 

G (Southern Biotech). Optical sectioning was obtained using an Imager.M2 equipped with 
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AxioCAM MRm, Apotom.2 module, HXP 120C light source, Objectives/NA : 20X/0.8; 

40X/1.3;63X/1.4. Confocal images were obtained with SP8 X WLL, DMI8 stand (Leica). 

 

Electrophysiology 

Whole-cell patch clamp recordings were performed on iPSC-derived MNs, derived from 

SOD1-2, C9ORF72-1, TARDBP-1 iPSC clones, as well as three control clones. Three days 

after pMNs dissociation and plating, neurons were incubated (90 minutes at 37°C) with 

lentiviral vectors carrying the cDNA encoding the Red Fluorescent Protein (RFP) under 

the control of the HB9 promoter (Marchetto et al., 2008). Lentiviral vectors were prepared 

as previously described (Toli et al., 2015). RFP expression was observed few days later.  

Patch pipette were pulled from thin wall borosilicate glass capillaries (Harvard Apparatus) 

on a Zeitz DMZ puller and had a resistance of 2-3 MΩ when filled with the intracellular 

solution, containing 10 mM KCl, 130 mM K-gluconate, 2 mM MgCl2, 0.1 mM CaCl2, 4 

mM ATP-Mg, 0.3 mM GTP, 10 mM Na Phosphocreatine, 1 mM EGTA, and 10 mM 

HEPES, adjusted to pH 7.2 with KOH. The extracellular solution contained 140 mM NaCl, 

3 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM glucose and 10 mM HEPES adjusted to 

pH 7.3 with NaOH. Whole-cell recordings were performed using an Axopatch 200B 

(Molecular Devices). Data were low-pass filtered with an eight-pole Bessel filter at 2 kHz 

and then digitized at a sampling rate of 50 kHz with a Digidata 1440A analog-to-digital 

interface. Data were acquired with pClamp 10 software (Molecular Devices). Capacitance 

transients were cancelled out. Series resistance was typically between 5-7 MΩ and was 

compensated by at least 70% for voltage-clamp experiments. Only cells with an Rs ≤ 10MΩ 

and a resting membrane potential (RMP) more hyperporlarized than -20mV were included 

in data analysis. Access resistance was monitored at the end of the experiment and the cells 

were discarded if the series resistance change by more than 20%.  In current clamp mode, 

holding potentials were corrected for a calculated liquid junction potential of 15 mV. 

Resting membrane potential was determined by averaging for 30 s of recording and 

afterward a holding current was used to clamp the resting membrane potential as close as 

possible of -70mV. Voltage and current clamp protocols are provided in the results section. 

Whole cell recordings were performed on control and experimental group neurons in 

parallel on the same day. Only neurons with visually identified expression of fluorescent 

reporters were targeted for patching. Electrophysiological recordings were carried out at 

room temperature (22-24°C). Data were analyzed off-line using Clampfit 10 software 
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(Molecular Devices) and OriginPro (Origin Lab Corporation). The AP trace immediately 

above threshold was used to determine the delay of the first spike, AP threshold, AP 

amplitude, and AP half width. AP frequency was obtained by measuring the maximum 

number of spikes during the current steps protocol (1 s). 

 

Image Analysis 

The maximum intensity projection of Z stacks composed by 3 images was used to measure 

neurons characteristics with a semi-automatic Fiji Macro. Only cells with a soma-derived 

AIS were included in the quantitative analysis. First, the AnkG-labelled AIS and pNF-M/H 

accumulations were automatically detected with an intensity threshold. Then, MNs cell 

bodies, the GAP (from the soma to the AIS) and the AIS region were drawn by hand on the 

pNF-M/H- and panNav-labelled images. We called the space between the soma and the 

AIS : GAP. The GAP rather than the AH was choosen to define the zone between the AIS 

and the soma as the method used to mesure it did not allow to define strictly the AH. ROIs 

were registered, source images were reopened and the following measures were done 

automatically: (1) soma, AIS and GAP areas, (2) GAP and AIS lengths, (3) AnkG, pNF-

M/H, panNav immunofluorescence integrated density in GAP and AIS regions. The 

integrated density corresponds to the product of Area and Mean (immunofluorescence) 

Gray Value. GAP and AIS integrated densities were summed to obtain pNF-M/H and 

panNav distribution from the soma to the end of the AIS. To compare panNav integrated 

density within the GAP, cells without GAP region were removed (Supplementary Fig. 

S8D). Mean axonal calibers were obtained by dividing GAP and AIS areas by their 

respective length (Supplementary Fig. S8B and S8C). We assumed that differences 

between integrated densities were significant after Kruskal-Wallis with Dunn’s test if the 

fold difference was up to 3.  

To measure somatic accumulation of Cystatin C or NF-L, the maximum intensity projection 

of Z stacks composed by 3 images was used. First, MNs cell bodies were circled by hand 

on β-tubulin-labelled images and ROI registered. Second, intensity threshold was set up on 

CysC or NF-L random images of control MNs. Then, area fractions per cells were 

calculated. 
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RNA extraction and sequencing 

Total RNA was extracted using the RNeasy Plus Micro kit (Qiagen) according to the 

manufacturer’s protocol. All RNAs were analyzed for quantity and quality. RNA 

concentrations were determined with High Sensitivity RNA ScreenTape on TapeStation 

(Agilent). cDNA librairies were prepared using KAPA mRNA Hyper Prep kit (Roche) 

according to the manufacturer’s protocol. Sequencing was performed on a NextSeq 500 

(Illumina). 

 

RNA-Seq data analysis 

RNA-Seq data analyses were performed by GenoSplice technology 

(www.genosplice.com). Sequencing, data quality, reads repartition (e.g., for potential 

ribosomal contamination), and insert size estimation are performed using FastQC, Picard-

Tools, Samtools and rseqc. Reads are mapped using STARv2.4.0 (Dobin et al., 2013) on 

the hg19 Human genome assembly. Gene expression regulation study was performed as 

already described (Noli et al., 2015). Briefly, for each gene present in the Human FAST 

DB v2016_1_full annotations, reads aligning on constitutive regions (that are not prone to 

alternative splicing) were counted. Based on these read counts, normalization and 

differential gene expression were performed using DESeq2 (Love et al., 2014) on R 

(v.3.2.5). Only genes expressed in at least one of the two compared experimental conditions 

were further analyzed. Genes were considered as expressed if their rpkm value was greater 

than 98% the background rpkm value based on intergenic regions. Pathways analyses were 

considered statistically significant for p-values ≤ 0.05. Significant differential expression 

was defined as adjusted p-values ≤0.05 (P-Adj) after false discovery rate correction and 

fold-changes ≥ 1.5. 

Analysis for enriched GO terms, KEGG pathways and REACTOME pathways were 

performed using DAVID Functional annotation Tool (v6.8). GO terms and pathways were 

considered as enriched if fold enrichment ≥ 2.0, uncorrected p-value ≤ 0.05 and minimum 

number of regulated genes in pathway/term ≥ 2.0. Three analyses were performed: using 

all regulated genes, using up-regulated genes and using down-regulated genes. Union of 

these three analyses was made to provide a single list of results. 

 

 

http://www.genosplice.com/


 
 

123 
 

Quantitative PCR 

Reverse transcription of 1µg RNA into cDNA was performed with the SensiFAST cDNA 

synthesis kit (Bioline, France). Quantitative reverse transcription PCR was then performed 

in a Roche LightCycler480 using 100 ng of equivalent cDNA and the LightCycler probes 

master according to Roche procedures. Primers were from ThermoFisher Scientific: 

Hs00544069_m1, Hs00186901_m1 and Hs02786624-g1 for CHL1, CTSF and GAPDH, 

respectively. 

 

Statistical analysis 

A minimum of three independent experiments, considered as 3 differentiation batches from 

iPSC, was always performed. Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 6. 

D’agostino & Pearson normality test was used to verify Gaussian distribution for large data. 

For data passing normality test one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test 

was performed. For data not passing normality test, Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis 

with Dunn’s multiple comparisons test were used. When normality test was not possible 

Gaussian distribution was assumed. Differences in integrated density were validated if the 

threshold was up to 3. Stars or Small Phi represent the significance levels as follow */ 

ᶲp<0.05; **/ ᶲ ᶲp<0.01, ***/ ᶲ ᶲ ᶲp<0.001, ****/ ᶲ ᶲ ᶲ ᶲp<0.0001.  

For electrophysiological analysis, we only compared MNs with the same genetic 

background before T2 and T3.  We did not compare control MNs to mutant ones at the 

different time-points as we only analyzed one iPSC clone per genotype and as the number 

of patched cells was in the range of 20 to 25 (see also legend of Figure 3). 
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Results 

iPSC generation 

iPSC clones were generated from four patients with different ALS mutations (1 patient 

mutated in SOD1, 2 patients mutated in C9ORF72, 1 patient mutated in TARDBP) and 

four control volunteers (Table 1). The patient harboring the N139D mutation in the SOD1 

gene was reported previously (Millecamps et al., 2010) and developed a slow progressive 

disease. The patient mutated in TARDBP (TARDBPG348C) and the two patients harboring 

hexanucleotide expansions in the C9ORF72 gene developed rapid and aggressive disease 

forms, respectively, and were not previously described. Human iPSC clones were generated 

from control and patient’s fibroblasts and two to three clones per subject were fully 

characterized. IPSC clones included in our analysis are listed in Table 1. In analysis, we 

systematically compared at least 2 iPSC clones per subject to validate our observations 

(Ctrl33, Ctrl69-1, Ctrl69-2, SOD1-1, SOD1-2, TARDBP-1, TARDBP-2, 1C9ORF72-1, 

2C9ORF72-2, 2C9ORF72-3) (Table 1, Supplementary Fig. S1-4). One control clone 

(Ctrl11) was previously described (Toli et al., 2015) and  another one (Ctrl60) was obtained 

from a European Collection (See Materials and Methods).  

iPSC clones expressed human embryonic stem (ES) cell markers (Supplementary Fig. 

S1A) and endogenous pluripotency-associated genes were re-activated compared to 

parental fibroblasts (Supplementary Fig. S1B). iPSC pluripotency was shown by in vitro 

three-germ layer differentiation assays (Supplementary Fig. S1C). Genome integrity was 

assessed by Illumina Human OmniExpress-24 SNP arrays. SNP deviations analysis in iPSC 

lines compared to their original pool of fibroblasts confirmed the parental identity of each 

iPSC clone and that they had not acquired large-scale copy number variations 

(Supplementary Fig. S3). Genotyping of SOD1 and TARDBP mutations as well as 

hexanucleotide expansions in the C9ORF72 gene confirmed the presence of mutations and 

expansions in both parental fibroblasts and iPSC clones (Supplementary Fig. S4). 

 

ALS mutations do not prevent differentiation and survival of MNs 

To assess whether ALS mutations alter MN differentiation and survival, all control and 

ALS iPSC clones were differentiated into MNs according to Maury et al. (Maury et al., 

2015) with slight modifications as described in Guo et al. (Guo et al., 2017a) (Fig. 1A-1C). 

Within 10 days differentiated cells expressed the OLIG2 transcription factor (Fig. 1D), a 
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specific marker of spinal MN progenitors (pMNs). Seven days later, the vast majority of 

post-mitotic neurons expressed ISLET1, a spinal MN marker (Fig. 1E). These MNs were 

still immature at this time-point (at birth, T0) and were not expressing the selective marker 

of cholinergic neurons, the Vesicular Acetylcholine transporter (VACHT). These cells will 

be named below “young” MNs (yMNs). After 18 days (T1) in the presence of neurotrophic 

factors (BDNF, CNTF, GDNF and IGF1), iPSC-derived MNs (mMNs) expressed VACHT 

(Fig. 1F). These MNs will be named mature MNs (mMNs). Importantly, acquisition of 

firing properties was revealed by whole-cell patch-clamp recordings 2-3 weeks (T2) and 6-

7 weeks (T3) later (see below), showing that a culture of functional MNs was obtained. 

Quantifications of ISLET1 or VACHT 3tubulin-positive neurons at different time-points 

assessed differentiation kinetics and efficiencies of control and ALS iPSC clones. Figure 

1G shows percentages of ISLET1-positive neurons for each control and ALS iPSC clone 

at T0. No significant difference was measured between control and ALS clones. We 

quantified 79.1 ± 1.6 % yMNs for control clones (Ctrl11, Ctrl33, Ctrl60, Ctrl69-1, Ctrl69-

2), 73.5 ± 2.3 % yMNs for SOD1 clones (SOD1-1, SOD1-2), 84.8 ± 1.6 % yMNs for 

C9ORF72 clones (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2, 2C9ORF72-3), and 83.2 ± 4.3% yMNs for 

TARDBP clones (TARDBP-1, TARDBP-2) (mean ± SEM). At T2, percentages of 

3tubulin-positive neurons expressing VACHT reached more than 94% and were similar 

between control and ALS iPS-derived MNs: 97.4 ± 1.1 % mMNs for control clones, 98.3 

± 1.75 % mMNs for SOD1 clones, 94.8 ± 2.5 % mMNs for C9ORF72 clones, 98.8 ± 1.4% 

mMNs for TARDBP clones (mean ± SEM). (Fig. 1H). Finally, we looked for MN survival 

and found similar ISLET1-positive MN ratios between T0 and T1 in control and ALS MN 

cultures (Fig. 1I). Taken together, these data showed that regardless the presence or 

absence of an ALS mutation in MNs, ALS progenitors and post-mitotic MNs were 

generated with same kinetics and efficiencies and survived similarly as control ones in 

cultures.  

 

Transcriptome profiling in ALS and control MNs 

To compare in a similar experimental context different ALS forms, next-generation 

sequencing (RNA-seq) was performed on total RNA from control and ALS MNs at 

different stages of differentiation: pMNs, yMNs and mMNs (Fig. 1A). Samples included 

in these analysis included at each time point: 2 or 3 samples for each ALS mutation and six 

controls (derived from 3 different clones). Principal component analysis (PCA) of 
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expression data showed efficient segregations of these three different cell types (Fig. 2A). 

No ALS-linked segregation was observed.  

We first compared MN differentiation markers between control and mutant SOD1, 

C9ORF72 and TARDBP pMNs, yMNs, and mMNs. No differential expression was 

measured for these differentiation markers between control and ALS cells at any time point 

of the differentiation process. First, to analyze the successful differentiation of iPSC into 

spinal MNs, we compared differential gene expressions of OLIG2 and PAX6, markers of 

MNs progenitors, and ISLET1 and HB9, MNs markers (Fig. 2B-2E). As expected OLIG2 

and PAX6 were expressed only in pMNs, whereas ISLET1 and HB9 were expressed in 

yMNs and mMNs. We also checked for expressions of enzymes involved in the synthesis 

of different neurotransmitters including acetylcholinesterase (ACHE), tyrosine 

hydroxylase (TH), glutamate decarboxylase (GAD1), Glutaminase (GLS1), Dopamine β-

hydroxylase (DBH) and Tryptophan hydroxylase (TPH). Whereas ACHE expression 

increased with differentiation of pMNs into mMNs, no significant expression of TH, 

GAD1, GLS1, DBH and TPH were measured (Fig. 2F and Supplementary Fig. S5A-

S2F), showing that only cholinergic neurons were generated in our cultures. VACHT was 

also expressed in yMNs and mMNs (Fig. 2G). Moreover, neuronal purity in differentiated 

cultures was validated with very low expression levels of GFAP and MBP in cultures, 

showing the absence of astrocytes and oligodendrocytes in cultures, respectively (Fig. 2H 

and 2I). Next, we looked for expression of HOX genes to assess MN identities along the 

anterior-posterior axis. Results showed that iPSC-derived MNs expressed a HOX code 

typical of the rostral spinal cord with high expression of HOXC456 and no expression of 

HOXC8 (Fig. 2J and 2K). Finally, we assessed expression of markers of MN columnar 

subtypes. Whereas median motor column (MMC) neurons express LHX3 and innervate 

axial muscles, lateral motor column (LMC) neurons express FOXP1 and innervate limb 

muscles (Allodi and Hedlund, 2014). LHX3 expression was not detected in iPSC-derived 

MNs, whereas expression of FOXP1 was measured in all control and ALS MNs (Fig. 2L 

and 2M).  

Taken together, these results showed that the protocol for MN generation allowed the 

efficient differentiation of control and ALS iPSC into pure cultures of spinal cholinergic 

MNs of the lateral motor column. The latter are the MNs primarily affected in non-bulbar 

onset ALS patients. 
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Excitability is altered in ALS MNs 

To explore electrophysiological intrinsic properties of ALS iPSCs-derived MNs in our pure 

cultures devoid of glial cells, we performed whole cell patch-clamp recordings at two late 

culture time-points (Fig1A; T2 and T3). Recordings were obtained from the largest neurons 

visualized after gene transfer with a lentiviral vector encoding RFP under the control of the 

HB9 promoter. This labelling as well as the high percentages of VACHT-positive neurons 

detected in differentiated cultures, ensured that the majority of recorded neurons were MNs. 

Electrophysiological recordings were used to compare MNs derived from SOD1-2, 

1C9ORF71-1, TARDBP-1 iPSC clones, as well as three control clones.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

First, recorded MNs were classified according to their ability to generate an action potential 

(AP) and their pattern of firing in response to injected currents in the current-clamp mode. 

We observed 4 patterns of firing: (i) unique AP, (ii) adaptive AP, (iii) repetitive AP, or (iv) 

inability to fire (Fig. 3A). As shown on Fig. 3B, at both T2 and T3 time points almost all 

recorded control and ALS iPSC-derived MNs were functional neurons able to fire at least 

one AP. Spontaneous AP were rarely observed. We compared proportions of “repetitive + 

adaptive” (RA) PA firing MNs between T2 and T3, as it was quite difficult to distinguish 

both firing patterns. Only for C9ORF72 MNs there was significantly higher percentages of 

MNs with RA firing pattern compared to control MNs (Fig. 3B). SOD1 and TARDBP MNs 

showed same proportions of the different PA firing patterns compared to control ones. 

Moreover for control, SOD1 and TARDBP MNs, RMP (resting membrane potential) and 

AP half width were stable with time, whereas in C9ORF72 MNs RMP and AP half width 

significantly decreased (Fig. 3C and 3D). For AP threshold, there was a slight increase 

between T2 and T3 in control and C9ORF72 MNs, while it remained constant in SOD1 

and TARDBP MNs (Fig. 3E). Rheobase, maximum frequency, delay of first spike, peak 

amplitude and AP amplitude remained stable (Fig. 3F, 3G and Supplementary Fig. S6A-

S6C). 

In voltage-clamp mode the inward current recorded has the fast activation and inactivation 

characteristic of voltage gated sodium (Na) channel when the outward current has the slow 

activation and no inactivation of the voltage-gated potassium (K) channel. Our recordings 

showed that the INa / IK ratio increased between T2 and T3 in SOD1 and C9ORF72 MNs 

(Fig. 3H) and our results suggested that this was linked to increased sodium currents 

density in SOD1 and C9ORF72 MNs. We found no significant difference in Na or K 

currents density in TARDBP MNs (Fig. 3I and 3J).  
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Taken together, this functional assay showed that excitability of MNs carrying SOD1 

mutation and especially those with C9ORF72 G4C2 expansions was altered with time in 

culture.  

 

Early abnormal protein accumulations in ALS iPSC-derived MNs. 

Abnormal protein accumulations/inclusions are hallmarks of the ALS pathology and are 

well described in human ALS post-mortem tissues (Blokhuis et al., 2013; Kato, 2007; 

Ravits et al., 2013; Saberi et al., 2015). To assess whether such abnormalities were present 

in ALS iPSC-derived MNs and to search for common and divergent protein accumulation 

patterns between different ALS forms, immunostaining experiments were done in control, 

SOD1, C9ORF72 and TARDBP MNs at different differentiation stages (Fig.4 and 5).  

First, we searched specific features described only in patients harboring SOD1 mutations 

and G4C2 expansions in MNs: SOD1 aggregates and RNA foci, respectively. We observed 

that SOD1 was expressed in the soma of both control and SOD1 MNs but that aggregates 

were only observed specifically in neurites of mutant SOD1 MNs (Fig. 4A). RNA foci were 

detected only in MNs of the two C9ORF72 mutated patients (not shown, personal 

communication).  

Next, we looked for three main protein accumulations often described in FALS and SALS: 

(i) TDP-43, the main component of skein-like inclusions, (ii) Cystatin C, the main 

component of Bunina’s bodies, and (iii) neurofilament subunits as witnesses of 

cytoskeleton disorganization. 

Nucleus exclusion, nuclear aggregates, and hyperphosphorylated forms of TDP-43 were 

described previously as core components of inclusions in patients’ tissues, except in SOD1 

patients (Saberi et al., 2015). In iPSC-derived MNs, we observed that TDP-43 was not 

excluded from nuclei. Only rare nuclear TDP-43 and cytoplasmic phosphorylated TDP-43 

inclusions were seen at T2 only, exclusively in TARDBP iPSC-derived MNs (Fig. 4B and 

4C). No specific labelling was observed in SOD1 and C9ORF72 iPSC-derived MNs (not 

shown). 

In patients, Bunina’s bodies were reported in all ALS forms, although it seemed rarer in 

SOD1 mutated MNs (Kato, 2007; Ohi et al., 2004; Shibata et al., 1996). In iPSC cultures, 

intense granular cytoplasmic and abnormal neuritic labellings of Cystatin C were observed 

in a large proportion of C9ORF72 and TARDBP MNs (Fig. 4D). Quantification showed 

that cytoplasmic Cystatin C accumulation was significantly increased in iPSC-derived MNs 
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carrying TARDBP mutation and G4C2 expansions compared to basal levels measured in 

control and SOD1 MNs (Fig. 4E). 

Another hallmark of ALS pathology observed at T1 in ALS iPSC-derived MNs with phase 

contrast microscopy was the presence of bead-like structures in neurites of SOD1 and 

C9ORF72 iPSC-derived MNs (Fig. 5A). Staining of NF-L, light chain subunits of NFs, 

showed both cytoplasmic accumulation and dashed neuritic staining, reminiscent of bead-

like structures, in SOD1, C9ORF72 and also in TARDBP MNs at T1 (Fig. 5B). 

Interestingly, a more intense neuritic staining was also observed in ALS MNs at T0 

(Supplementary Fig. S7A). Quantification of somatic NF-L staining showed significant 

accumulation in SOD1 and C9ORF72 MNs at T1 (Fig. 5D), while quantification was not 

significant for TARDBP MNs, despite evident accumulation of NF-L in soma and neurites 

(Fig. 5B and 5D). Moreover, staining of pNF-M/H, phosphorylated medium and heavy 

chain subunits of NFs, showed significant accumulations specifically in soma and in one 

proximal neuritic region in SOD1 and C9ORF72 MNs at T1 (Fig. 5C and 5E), a phenotype 

not seen at T0 (Supplementary Fig. S7B).  

To assess whether NF accumulations were also present in ALS patients, post-mortem spinal 

cord tissues were stained for pNF-M/H in ALS patients mutated in SOD1, C9ORF72 and 

TARDBP. In all three patients, we observed MN cell body loss and irregular neurite 

calibers of remaining MNs in the ventral horn of the spinal cord, compared to sensitive 

neurons in the dorsal horn (Fig. 5F showing the example of a SOD1D83G patient). With 

higher magnification, we observed pNF accumulations/inclusions in the soma and neurites, 

with more or less large and numerous neurite inclusions in all three patients (Fig. 5G-5I). 

Taken together, these analysis showed that ALS iPSC-derived MNs acquired rapidly 

different patterns of protein accumulations. Both cytoplasmic and neuritic accumulations 

were observed.  

To look whether these protein accumulations had consequences on cellular organelles at 

T1, we used electron microscopy. No obvious difference was observed between control 

and ALS MNs with normal mitochondria, lysosomes, endoplasmic reticulum or Golgi 

saccules (not shown), suggesting that organelles were not altered in these young MNs. 

 

Alterations of the structural integrity of proximal axonal regions in ALS MNs. 

To look whether ALS MNs were altered in their axonal proximal regions, which includes 

AH and AIS two unique axonal regions crucial for integration of synaptic inputs, initiation 
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of AP as well as protein trafficking, we focused on pNF-M/H accumulations that were 

localized in this proximal regions of neurites in mutant SOD1 and C9ORF72 MNs (Fig. 

5C). First, to confirm that accumulations were exclusively in axons and not in dendrites, 

we performed co-immunostaining with antibodies against pNF-M/H, MAP2 and AnkG 

(Ankyrin G), to identify pNFs accumulation, dendrites, and AIS, respectively. We observed 

that in each MN positive for pNF-M/H staining in ALS MN cultures, NF proteins 

accumulated at both AH and AIS levels, with a partial overlap of pNF-M/H and AnkG 

staining (Fig. 6A and 6B). To assess whether pNFs accumulations had an impact on the 

integrity of the axonal proximal region (including AH and AIS), we analyzed whether the 

AIS was delocalized, whether voltage-gated sodium channels (panNav) distribution was 

altered, and whether axonal calibers were modified with a triple immunostaining (pNF-

M/H, AnkG, panNav) (Fig. 6C). We first observed that soma areas (Fig. 6D) were not 

different between the different MN populations without pNF accumulations that we 

analyzed: control, mutant SOD1, C9ORF72 and TARDBP MNs. However, in the presence 

of pNFs accumulations, we measured significantly smaller areas of SOD1 MN somatas as 

compared to control MNs. This difference was not observed for C9ORF72 MNs. AIS 

lengths were not different between the different MN populations with or without pNFs 

accumulations (Fig. 6E). Then, we analyzed the localization of pNFs accumulations and 

Nav channels distribution along the axon proximal region. To this aim, pNF-M/H and 

panNav immunofluorescence integrated densities were measured (See Methods for details) 

between the soma and the beginning of the AIS (named the GAP), as well as along the 

entire AIS. In mutant SOD1 MNs, pNFs accumulations were mostly localized close to the 

soma (Fig. 6F-6H) - in the GAP region - whereas in mutant C9ORF72 MNs pNFs 

accumulated in both the GAP and the AIS (Fig. 6F-6H). Nav channels were mostly 

localized at the AIS and seemed equivalent in all ALS and control MNs (Fig. 6I, 6J and 

Supplementary Fig. S8A). However ratios of panNav integrated density in the AIS over 

panNav integrated density in the GAP were significantly lower in the presence of pNFs 

accumulation, suggesting a modified distribution of Nav channels in pathological 

conditions (Fig. 6K). Next, to assess whether the AIS localization was modified along the 

axon, especially when pNFs accumulated, we measured GAP lengths (Fig. 6L). 

Interestingly, results showed very significant increases in GAP lengths in both mutant 

SOD1 and C9ORF72 MNs with pNFs accumulations compared to ALS MNs without 

accumulation or to control MNs, showing that mutant SOD1 and C9ORF72 MNs 

accumulating pNFs had an AIS segment delocalized towards a distal position when 
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compared to the control MNs. Finally, to assess whether the caliber of the proximal axonal 

regions could be modified in the presence of pNFs accumulations, we measured mean 

caliber of both the GAP and the AIS (Figures 6M, 6N and Supplementary Fig. S8B and 

S8C). Results showed that both regions of the axon had increased calibers in the presence 

of pNFs accumulation in mutant SOD1 and C9ORF72 MNs, suggesting specific alterations 

of the proximal axonal region.  

Taken together, these data suggested that pNFs accumulations in the proximal region of 

axons altered the integrity of both AH and AIS with an AIS distal shift, a mis-localisation 

of Nav channels and increased calibers of the entire proximal axonal region in iPSCs-

derived SOD1N139D and C9ORF72(G4C2)n  MNs (Figures 6O). 

 

Transcriptomic analysis of ALS MNs 

The RNA-seq data performed at different stages of differentiation of SOD1, C9ORF72, 

TARDBP and control MNs (pMNs, yMNs and mMNs) allowed us to ask whether observed 

phenotypic alterations in ALS MNs were linked to molecular defects and if the latter were 

already present before phenotypic observations. Results also allowed us to look for 

common and divergent genes and pathways altered in the different ALS forms. For that, 

we performed comparisons between ALS MNs and control MNs at each time point and 

between each time point of the differentiation process. 

First, we compared differentially regulated genes in all ALS (SOD1, C9ORF72 and 

TARDBP) MNs or in control MNs between time points (Fig. 7A and 7B). Number of 

differentially regulated genes were equivalent in yMNs and pMNs (7861 and 8081 

respectively) in both control and ALS MNs (Fig. 7A and Supplementary Fig. S9B). 

Interestingly, number comparisons of differentially regulated genes between mMNs and 

yMNs (T0 and T1) were different between control and ALS MNs, with no gene 

significantly regulated in control MNs and 2539 genes differentially regulated in ALS MNs 

(Fig. 7B and Supplementary Fig. S9B). In these ALS MNs, between T0 and T1, 83 and 

86 significant pathways (KEGG and Reactome, respectively) and 547 significant GO terms 

were found differentially regulated, whereas only 12, 19 and 87 KEGG, Reactome 

pathways and GO terms were regulated in control MNs. Among KEGG pathways, the 

“ALS pathway” (hsa05014) was found regulated in ALS MNs between T0 and T1. Table 

2 listed the 11 genes (out of 50) with modified expression levels. Among them, NF-L, NF-

M and NF-H, as well as four NMDA/AMPA receptors. Moreover, the “Interaction between 
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ankyrins and L1” Reactome pathway (R-HAS-445095) was regulated with 10 up-regulated 

genes (out of 31) listed Table 3, including ankyrins, β-spectrin, sodium and potassium 

channels. Among the 547 GO terms, gene ontology analysis revealed that genes involved 

in cytoskeleton organization, action potential, ion channels, synapses, and apoptotic 

processes were significantly differentially regulated in ALS MNs (Table 4). Taken 

together, all these results showed that differentially regulated genes and pathways between 

T0 and T1, only in ALS MNs, are in agreement with phenotypic abnormalities described 

above at the level of NFs, AIS ion channels and structural/functional components of the 

AIS, drawing the hypothesis that abnormal accumulations/aggregations of proteins in the 

soma and the proximal axons may lead to structural AIS disorganization with consequences 

on synaptic inputs integrations, initiation of AP as well as protein trafficking in axons.  

Next, we looked for common regulated genes between the different ALS forms. In SOD1, 

C9ORF72 and TARDBP MNs compared to control MNs, we found 64, 0 and 49 regulated 

genes in pMNs, 60, 16 and 76 in yMNs, and 168, 4 and 429 in mMNs, respectively (Fig. 

7C-7E and Supplementary Fig. S9B). As TDP43 was shown to bind thousands of RNAs 

in neurons (Sephton et al., 2011), it was not surprising that the higher number of regulated 

genes were in TARDBP mMNs. Comparing all ALS MNs to control MNs, we found 9, 96 

and 36 differentially regulated genes in common in ALS pMNs, yMNs and mMNs, 

respectively (Fig. 7F and Supplementary Fig. S9B). Among the 9 in common 

differentially regulated genes in pMNs we identified 2 genes with fold-changes higher than 

50: the Close Homolog of Adhesion Molecule L1 (CHL1) and cathepsin F (CTSF) up-

regulated by 72 and 6575 fold, respectively. CHL1, which is part of the regulated 

“Interaction between ankyrins and L1” Reactome pathway (Table 3), is a cell adhesion 

molecule which recruits AnkG to the plasma membrane (Buhusi et al., 2003). It was shown 

to play a dual role by either promoting or inhibiting neuritogenesis (Tian et al., 2012). More 

recently, it was shown to guide regrowth of regenerating MN axons and to be involved in 

regulating cholinergic synapse formation (Guseva et al., 2018). Cathepsin F is a lysosomal 

cysteine protease implicated in intracellular degradation and turnover of proteins (Nägler 

et al., 1999; Shi et al., 2000; Stoka et al., 2016; Turk et al., 2012). These two genes were 

also found up-regulated in yMNs and mMNs (Table 5). Whereas both genes were not 

expressed in control MNs at any time points, early expression in MN precursors was 

measured by quantitative RT-PCR and we showed abnormal expressions of both CHL1 

and CTSF in SOD1, C9ORF72 and TARDBP precursors (Fig. 7G and 7H), suggesting 

that these two proteins may be early markers of the ALS pathology. 
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Discussion 

In the present study we compared in a same experimental context and at different time 

points, cellular and molecular intrinsic defects in pure cultures of ALS and control spinal 

LMC iPSC-derived MNs. First, we showed that ALS mutations (C9ORF72(G4C2)n, 

SOD1N139D and TARDBPG348C) do not prevent differentiation of MNs within 17 days and 

we did not observe obvious cell death during all the time of the MN cultures in the presence 

of NTFs (10 weeks). At this late time point and one month earlier, whole-cell patch clamp 

recordings showed that all ALS MNs were functional and able to fire PAs. However, results 

also showed that excitability of both C9ORF72(G4C2)n and SOD1N139D MNs was altered with 

time in culture. Earlier phenotypic defects were observed 2 weeks after MN birth. Besides 

SOD1, TDP43 protein and RNA foci accumulations found respectively in SOD1N139D, 

TARDBPG348C and C9ORF72(G4C2)n MNs, intense Cystatin C and/or NFs 

accumulations/aggregations were observed both in soma and neurites in the three ALS 

forms. The specific accumulations of pNFs in AH and AIS proximal regions in 

C9ORF72(G4C2)n and SOD1N139D MNs were associated with AH and AIS axonal alterations 

with an AIS distal shift, a mis-localization of Nav channels and increased calibers of 

proximal axon regions. RNA-seq analysis strengthened these results showing, between 

ALS yMNs and mMNs, a significant deregulation of genes encoding, among others, the 

different NF subunits, proteins of the Reactome pathway “interactions between ankyrins 

and L1” including ankyrins, spectrins and voltage-gated channels, as well as proteins 

involved in axonal transport, synapses, glutamate response and cell death. Finally, RNA-

seq analysis highlighted a highly up-regulated gene in SOD1N139D, TARDBPG348C and 

C9ORF72(G4C2)n MN precursors: CHL1 which encodes a protein involved in the 

recruitment of AnkG to the plasma membrane but also plays a role in neuritogenesis 

(Buhusi et al., 2003). Whereas we did not see specific pNF accumulations in proximal axon 

regions of TARDBPG348C MNs, this CHL1 gene deregulation as well as molecular defects 

described to be common to all 3 ALS forms, suggested that same alterations might occur 

in the different ALS forms. Taken together, these results suggest that the initial progressive 

accumulations and/or aggregations of proteins in soma and neurites of ALS MNs and in 

particular NF accumulations (also described in patient’s tissues) may lead to alterations in 

the axonal proximal region including AH and AIS, disruption of interactions between 

CHL1 and AnkG, with consequences of ALS MN excitability and axonal protein 

trafficking. Finally, the early upregulation of CTSF encoding a lysosomal enzyme 
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implicated in intracellular protein degradation and turnover and that can be secreted, may 

be of interest as an early marker of the pathology. 

 

iPSC-derived MNs are cholinergic MNs of the LMC. 

Transcriptomic analysis was performed on ALS and control iPSC-derived MNs, at different 

stage of differentiation, allowing us to deeply characterize MNs generated in our cultures. 

We showed that MNs generated according to Maury et al. (Maury et al., 2015) were (i) all 

cholinergic, (ii) fully pure, without astrocytes, oligodendrocytes and proliferating 

precursors, (iii) had a rostral identity, and (iv) expressed exclusively FOXP1, the marker 

of LMC MNs primarily affected in non-bulbar onset ALS patients (Allodi and Hedlund, 

2014).  

There is no previous report looking so precisely to the molecular characteristics of MN 

subtypes present in iPSC-differentiated cultures from ALS patients. Indeed, besides the 

diversity of protocols to generate MNs (Sances et al., 2016), descriptions of cultures were 

limited to quantifications of 3-tubulin or Tau positive neurons, of ISLET1 or HB9-positive 

MNs and of glia cells (Bhinge et al., 2017; Bilican et al., 2012; Chen et al., 2014; Dafinca 

et al., 2016; Devlin et al., 2015; Egawa et al., 2012; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 

2017; Kiskinis et al., 2014; Lopez-Gonzalez et al., 2016; Naujock et al., 2016; Sareen et 

al., 2013; Selvaraj et al., 2018; Wainger et al., 2014). However, clinical observations of 

human patients and mouse models suggest that motor pools and MNs are not equally 

affected (Kanning et al., 2010; Nijssen et al., 2017). The disease usually starts in motor 

pools controlling the limbs or in the bulbar area before expanding to other pools, with the 

exception of few resistant ones. Also, within a vulnerable pool, MN subtypes exhibit 

differential vulnerability with FF and FR MNs (fast-contracting fatigable motor units and 

fast-contractile fatigue-resistant motor units, respectively) affected first, and S MNs (slow 

innervating motor units) appearing resistant to degeneration. Thus, in experiments with 

iPSC-derived MNs, it appears of particular importance to identify which MNs are 

generated. FOXP1 and LHX3 are transcription factors expressed in different MN subtypes 

during development and those markers are considered today as good markers of LMC and 

MMC MNs (Amoroso et al., 2013; Gouti et al., 2014; Maury et al., 2015; Patani, 2016). 

However, to our knowledge, it is not known whether FOXP1 and LHX3 are also expressed 

selectively in FF, FR or S MNs. One protein, the C-type lectin chondrolectin (CHODL) 

was proposed as a marker of Fast-type MNs (Enjin et al., 2010; Martínez-Silva et al., 2018). 
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CHODL expression was shown to disappear over the course of ALS progression in 

SOD1G93A mice, suggesting that it is somehow linked to MN vulnerability (Wootz et al., 

2010). Recently, Martinez-Silva et al. showed in ALS mouse models that CHODL was 

mainly expressed by FF MNs and the largest FR MNs, those that were selectively 

vulnerable in ALS (Martínez-Silva et al., 2018). We checked for the expression of CHODL 

in control and ALS MNs and found its expression in yMNs and mMNs without any obvious 

differences between the two time-points, suggesting that this MN subtype was present in 

our cultures at the different time-points of intrinsic MN defects analysis. 

 

Survival and excitability of ALS MNs  

In agreement with the vast majority of publications on the modeling of ALS with iPSC-

derived MNs, we observed that ALS MNs differentiated and survived as control ones 

(Bhinge et al., 2017; Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017; Kiskinis et al., 2014). Few 

studies reported an increased MN cell death in ALS MNs but their cultures contained glial 

cells that might have an impact on MN survival (Fujimori et al., 2018; Imamura et al., 2017; 

Kiskinis et al., 2014; Pehar et al., 2017). In Bhinge et al. (Bhinge et al., 2017) using the 

same differentiation protocol of Maury et al. (Maury et al., 2015) cell death of SOD1E110G 

MNs was detected after ~20 days of culture. However they used different cultures 

conditions than ours, with low MN densities and low NTF concentrations, favoring stress 

of MN in cultures. Furthermore, patients carrying the SOD1E110G mutation were shown to 

have a faster disease progression that those carrying the N139D mutation (this study) 

(Juneja et al., 1997), and recently Fujimori et al. (Fujimori et al., 2018) suggested a certain 

association between ALS pathological progress in clinical and iPSC-based models, that 

could explain differences observed between our studies. 

In our culture conditions, we showed that MNs were functional with almost all recorded 

ALS and control MNs able to fire at least one PA after a few weeks in culture. However, 

we observed that with time in cultures C9ORF72(G4C2)n and SOD1N139D MNs became more 

excitable. In agreement with these functional analysis, our transcriptomic analysis showed 

deregulations of Gene Ontology terms related to membrane depolarization, action potential 

and expression of genes encoding voltage-gated channels (Tables 3 and 4). Interestingly 

we also measured up-regulation of NMDA and AMPA receptors (Table2), involved in 

excitability of MNs at the dendritic level. These functional and molecular modifications in 

ALS MNs are in agreement with several studies on functional properties of MNs in ALS 
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patients (Kanai et al., 2006; Park et al., 2017; Vucic and Kiernan, 2006), in animal models 

(Bories et al., 2007; Martínez-Silva et al., 2018; Quinlan et al., 2011), and in MNs derived 

from iPSC/ALS models (Devlin et al., 2015; Guo et al., 2017a; Naujock et al., 2016; 

Wainger et al., 2014), showing perturbations in the intrinsic biophysical properties of MNs, 

despite some conflicting results regarding the timing of hyperexcitability versus 

hypoexcitability of ALS MNs and their detrimental versus beneficial effects on disease 

progression. Importantly, studies in ALS patients suggested imbalances between axonal 

potassium and sodium currents (Bostock et al., 1995; Iwai et al., 2016; Kanai et al., 2006; 

Park et al., 2017). Recently Howells et al. (Howells et al., 2018) compared nerve 

excitability properties of motor axons from ALS patients with those of control subjects. 

Their mathematical model suggested that changes in axonal excitability in ALS motor 

axons could be explained by a non-selective reduction in the expression of all ion channels 

and thus by a failure in the supply of ion channels and other membrane proteins from the 

diseased MN. Also, interestingly, Maglemose et al. (Maglemose et al., 2017) showed a 

disruption in the distribution of potassium channels before axon swelling in motor axons 

of pre-symptomatic SOD1G127X mice and suggested that potassium changes were more a 

consequence than a cause of the neurodegenerative process. Taken together, these results 

are in agreement with a model in which early alterations occur at the level of the axon 

proximal organization and composition, preceding functional axonal degenerative changes. 

 

ALS-MNs have different patterns of protein accumulation. 

Protein accumulations, inclusions and/or aggregations are markers of ALS pathology and 

are described in post-mortem tissues of SALS and FALS patients (Blokhuis et al., 2013; 

Kato, 2007; Ravits et al., 2013; Saberi et al., 2015). In our experiments, we observed 

different patterns of protein accumulations in ALS iPSC-derived MNs at early stage of their 

differentiation process (2 weeks after their birth). In SOD1N139D MNs, we observed major 

somatic/neuritic NFs accumulations, without TDP-43 and Cystatin C labelling. In MNs of 

both patients with C9ORF72 expansions, NFs and Cystatin C accumulations were 

prominent, with no TDP-43 accumulations. In TARDBP MNs, rare TDP-43, substantial 

NFs and significant Cystatin C accumulations were observed. 

Although not pathognomonic, TDP-43 is described as one of the most significant ALS 

markers because almost all patients with SALS and FALS, except SOD1 mutated patients, 

were shown to have a TDP-43 pathology (Ravits et al., 2013). In our ALS MN cultures, 
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this phenotype was not predominant. This is in agreement with analysis of TARDBP 

mutant mice that developed MN disease without TDP-43 aggregation or nuclear loss 

(Arnold et al., 2013), and with reports showing that TDP43 formed aggregates in only few 

iPSC-derived MNs derived from SALS patients or patients with TARDBP mutations 

(Bilican et al., 2012; Burkhardt et al., 2013; Egawa et al., 2012; Fujimori et al., 2018; 

Imamura et al., 2017). 

In iPSC-derived MNs, Cystatin C, the major component of Bunina bodies, has never been 

searched. These inclusions were described in post-mortem tissues of the majority of ALS 

patients, but rarely in patients carrying a SOD1 mutation (Kato, 2007; Ohi et al., 2004; 

Shibata et al., 1996). These observations are in agreement with our results in ALS iPSC 

models. 

Cystatin C is an inhibitor of lysosomal proteases (cathepsins) thought to regulate 

proteolysis of the endo-lysosomal pathway (Mathews and Levy, 2016). The specific 

accumulation in TARDBP and C9ORF72 iPSC-derived MNs suggested an early 

deregulation of protein homeostasis involving the lysosomal pathway. Of note, cystatin C 

was already studied as a potential diagnosis biomarker in patients (Mori et al., 2009; Wilson 

et al., 2010) but a recent review concluded that there was no significant correlation between 

cystatin C levels in CSF and age or disease duration (Zhu et al., 2018). Interestingly, CTSF 

encoding the cathepsin F enzyme, which is inhibited by cystatin proteins, is one of the most 

upregulated gene in iPSC-derived MNs of SOD1 and TARDBP patients at early time points 

in culture. The exact interactions between cystatin C and cathepsin F are not known, but 

CTSF, predicted to be secreted (Stoka et al., 2016; Turk et al., 2012), could be of interest 

as an early marker of the ALS pathology. 

NFs accumulations are reported in post-mortem tissues of all ALS forms (Xu et al., 1993a) 

and an accumulation of highly phosphorylated NFs in the initial segment of MN axons was 

described as a hallmark of ALS (Ackerley et al., 2004; Xiao et al., 2006b; Xu et al., 1993a). 

We searched for pNF accumulations in post-mortem tissues of patients with mutations in 

SOD1, C9ORF72 and TARDBP and confirmed their motoneuronal presence with more or 

less large and numerous inclusions, and with some positive staining observed in the initial 

segment, as reported. In the present report, we described NF-L and pNF-M/H 

accumulations in SOD1N139D MNs and these results are in agreement with Chen et al. (Chen 

et al., 2014) showing same phenotypes in SOD1 MNs with other SOD1 mutations (A4V 

and D90A). Furthermore, our results showed for the first time accumulations of NF-L and 

pNF-M/H in MNs of two patients with G4C2 expansions in the C9ORF72 gene, and even 



140  
 

if the somatic quantification was not significant, NF-L accumulations in both soma and 

neurites of TARDBPG348C MNs were present. At the molecular level, expressions of the 

different NF subunits were modified in SOD1A4V or D90A (Chen et al., 2014) and in 

TARDBPM337V or Q343R or G298S (Egawa et al., 2012) MNs, and these results are also in 

agreement with our RNA-seq results showing either up (NEFH) or down (NFEL, NFEM) 

regulations of the NF units in ALS MNs. The main hypothesis today is that this is the 

alteration in NF subunit proportions that leads to NF aggregations rather that alterations of 

the NFs themselves (Chen et al., 2014; Côté et al., 1993; Couillard-Després et al., 1998; 

Kong and Xu, 2000; Xu et al., 1993b). Thereby, concentrations of NF-L and pNF-H 

subunits in the CSF of ALS patients are today considered as two of the best candidate ALS 

biomarkers (Gaiani et al., 2017; Rossi et al., 2018a). 

The different accumulations in ALS MNs may be toxic, protective or just a non-

pathological epiphenomena (unlikely). For example, controversial data have been observed 

about TDP-43 in both in vitro (Budini et al., 2012; Zhang et al., 2009b) and in vivo (Gregory 

et al., 2012; Johnson et al., 2008) models. For NFs, their accumulations/aggregations was 

shown to precede bead-like swelling in neurites and these swelling are seen as witnesses of 

cytoskeleton disorganization and axonal transport defects leading to degeneration (Chen et 

al., 2014). 

 

Early defects and alteration of the AIS 

First evidences of cellular abnormalities at the AH+AIS level in MNs, far before AIS 

molecular description, were done by Sasaki et al. (Sasaki and Maruyama, 1992b; Sasaki et 

al., 1989, 1990). First, they reported on post-mortem tissues of three ALS patients that the 

proximal axonal region was larger in ALS MNs compared to controls, with NFs 

accumulation. Latter, by electronic microscopy on 11 ALS patients they observed a marked 

increase or accumulation of mitochondria and lysosomes, presynaptic vesicles and NFs in 

proximal axons (Sasaki and Iwata, 1996b, 1996c, 2007). They hypothesized that their 

findings were in agreement with an early impairment of fast axonal transport. Similar 

observations were done at the pre-symptomatic stage in the SOD1G93A mouse model, with 

increased NFs and mitochondria at the AH+AIS axonal levels of MNs (Sasaki et al., 2005b, 

2005c). At the molecular level, two transcriptomic studies revealed that the ANK3 gene 

encoding Ankyrin G was deregulated in post-mortem spinal cord tissues of 5 patients with 

SALS and 2 patients with FALS including one SOD1A4V patient (Dangond et al., 2004), 
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and more interestingly in human motor nerve diagnostic biopsies of 8 SALS patients, at a 

time representing an early phase of the disease (Riva et al., 2016).  

In the present report, we propose a new model to explain early MN axonal degeneration in 

ALS pathology. Subsequent to different patterns of protein accumulations in ALS MNs 

with specific NFs accumulations, molecular and structural alterations of AH and AIS of 

MNs may be a common early feature to all ALS forms, leading to a loss of AIS and axonal 

integrity with functional alterations including excitability modifications and specific 

defects in axonal protein trafficking to synapses and NMJs.  

Recently, plasticity and alteration of the AIS components have been implicated in 

neurodegenerative, psychiatric, and brain trauma diseases (Buffington and Rasband, 2011; 

Huang and Rasband, 2018; Leterrier, 2016, 2018). But many questions remain regarding 

factors and pathways involved in AIS functions. Their identification could lead to the 

development of new therapeutic strategies (Hsu et al., 2014) that could be of interest for 

ALS patients. 

In conclusion, ALS disease is a fatal rapidly progressive neurodegenerative disease with 

still no cure nowadays. Although many hypothesis exist regarding the mechanisms leading 

to MN death, the heterogeneity present in this disease sets limitations regarding models that 

can be used. In this present study, the establishment of a robust replicable protocol to 

generate pure culture of human MNs has open up possibilities to study and compare 

different ALS forms and unravel similarities and discrepancies inherited by the mutation.  
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Table 1. Description of ALS patients and control subjects. 

ALS gene / 

mutation 
Clones Sexe 

Age at 

biopsy 

Site of 

onset 
Progression 

SOD1N139D 
SOD1-1 

SOD1-2 
woman 50 

Lower 

limbs 

Slow (>25 

years) 

1C9ORF72(G4C2)n 1C9ORF72-1 man 70 
Lower 

limbs 

Aggressive (3 

years) 

2C9ORF72(G4C2)n 

2C9ORF72-2 

2C9ORF72-3 
man 

51 

 
Bulbar 

Aggressive (3 

years) 

TARDBPG348C 
TARDBP-1 

TARDBP-2 
man 53 

Lower 

limbs 

 

Rapid (6 years) 

Control Ctrl11 Ctrl11 man 11 - 
- 

 

Control Ctrl33 

 
Ctrl33 man 33 - - 

Control Ctrl60 Ctrl60 
man 

 
60 - - 

Control Ctrl69 

 

Ctrl69-1 

Ctrl69-2 
woman 69 - - 
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Table 2. Genes of the KEGG “ALS pathway” (hsa05014, P-value=3.63E-02) 

deregulated in ALS MNs over control MNs between T0 and T1 

 
Gene 

 (protein) Regulation Fold-change Ajusted  
P-value 

NFs 

NEFM   
(NF-M) down 4.55 5.27E-05 

NEFL  
(NF-L) down 1.80 4.81E-02 

NEFH 
 (NF-H) up 3.89 1.01E-04 

PRPH  
(Peripherin) up 5.38 1.41E-03 

Glutamatergic 
Réceptors 

GRIN1 
(NMDAR1) up 2.94 3.11E-03 

GRIN2B 
(NMDA 2B=NR2B) up 11.09 3.08E-06 

GRIN2D 
(NMDAR2D) up 6.51 2.10E-07 

GRIA2 
(AMPA 2) up 2.89 2.16E-02 

Cell death 

BAX  
(BAX) down 1.50 1.88E-02 

TNFRSF1A  
(TNFAR) up 2.28 1.74E-04 

Transcription HDAC10  
(Histone Deacetylase 10) down 1.68 2.77E-03 
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Table 3. Genes of the Reactome pathway “Interaction between L1 and Ankyrins”(R-

HSA-445095 P-value=6.70E-04) deregulated in ALS MNs over control MNs between 

T0 and T1. 

 

 Gene 
(protein) Regulation Fold-change Ajusted  

P-value 

Ankyrins 
ANK1 

(Ankyrin-R) up 2.50 1.06E-02 
ANK2 

(Ankyrin-B) up 2.64 5.16E-03 

Spectrins 
SPTBN1 

(β2-spectrin) up 1.66 2.00E-02 
SPTBN4 

(β4-spectrin) up 6.22 2.38E-07 

Voltage-gated 
channels 

SCN1B 
(Na+ channel subunit β1) up 3.91 4.15E-05 

SCN2B 
(Na+ channel subunit β2) up 3.22 1.44E-05 

SCN3B 
Na+ channel subunit β3 up 2.16 1.69E-03 

SCN2A 
(Nav + channel subunit α 

Nav1.2) 
up 3.46 6.24E-05 

SCN8A 
(Nav+ channel subunit α 

Nav1.6) 
up 2.22 1.42E-03 

KCNQ3 
(Kv+ channel subunit Kv7.3) up 4.81 2.43E-04 

 



 
 

147 
 

Table 4. Gene Ontology terms significantly regulated between ALS and control MNs 

between T0 and T1 

 Gene Ontology (GO) Terms 

% of  

dysregulated 

genes 

of the GO term 

Number of 

dysregulated gene 

included in the GO 

term (Up/Down) 

P-value 

Cytoskeleton 

and transport 

neurofilament bundle assembly 100.0 3 (1/2) 4.14E-02 
actin cytoskeleton reorganization 27.7 13 (12/1) 9.56E-03 

establishment of protein 

localization 
25.0 10 (8/2) 4.95E-02 

actin cytoskeleton organization 21.5 28 (20/8) 3.97E-03 

cytoskeleton organization 21.1 34 (25/9) 1.96E-03 

microtubule cytoskeleton 

organization 
21.1 15 (11/4) 4.76E-02 

cytoskeleton 19.7 73 (59/14) 2.48E-05 
neuronal cell body 18.1 57 (42/15) 1.70E-03 

transport 16.7 58 (41/17) 1.33E-02 

Action potential 

and ion channels 

potassium channel complex 66.7 4 (4/0) 2.62E-02 
voltage-gated sodium channel 

complex 50.0 7 (7/0) 3.82E-03 
voltage-gated sodium channel 

activity 
45.0 9 (9/0) 1.43E-03 

voltage-gated calcium channel 

complex 
34.5 10 (9/1) 5.46E-03 

potassium ion import 32.1 9 (6/3) 1.63E-02 

voltage-gated potassium channel 
complex 

30.7 27 (22/5) 8.56E-06 

voltage-gated potassium channel 

activity 
29.3 17 (14/3) 1.03E-03 

potassium ion transport 26.8 22 (16/6) 7.03E-04 

membrane depolarization during 
action potential 

28.6 8 (7/1) 4.79E-02 

neuronal action potential 28.6 8 (6/2) 4.79E-02 
potassium ion transmembrane 

transport 25.6 31 (26/5) 1.08E-04 
sodium ion transmembrane 

transport 21.9 16 (13/3) 2.97E-02 
sodium ion transport 21.0 17 (16/1) 3.54E-02 

Synapses 

postsynaptic membrane assembly 66.7 4 (4/0) 2.76E-02 

presynaptic active zone 41.4 12 (10/2) 3.23E-04 

potassium channel activity 37.8 14 (13/1) 2.32E-04 

positive regulation of excitatory 

postsynaptic potential 
35.0 7 (5/2) 2.85E-02 

presynapse 26.6 17 (16/1) 3.12E-03 

presynaptic membrane 25.8 16 (14/2) 5.75E-03 

Glutamate 

response 
NMDA selective glutamate 

receptor complex 45.5 5 (4/1) 3.43E-02 
ionotropic glutamate receptor 

signaling pathway 37.5 9 (6/3) 6.04E-03 

Cell death 

negative regulation of apoptotic 

signaling pathway 43.8 7 (5/2) 9.05E-03 
regulation of neuron death 35.3 6 (4/2) 4.82E-02 

negative regulation of neuron 
apoptotic process 

25.0 33 (22/11) 1.02E-04 

positive regulation of apoptotic 

process 
20.0 60 (39/21) 1.47E-04 

negative regulation of apoptotic 
process 16.3 74 (54/20) 9.32E-03 

apoptotic process 15.0 85 (60/25) 3.62E-02 
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Table 5. Upregulation of CHL1 and CTSF gene expression in SOD1N139D, 

C9ORF72(G4C2)n and TARDBPG348C MNs compared to control MNs at each 

time point (xFold change/Adjusted P-Value) 

Gene  ALS SOD1N139D C9ORF72(G4C2)n TARDBPG348C 

CHL1 

pMNs 
x72.08 

(1.55E-03) 

x113.03 

(1.60E-02) 
- 

x64.47 

(2.71E-01) 

yMNs 
x521.98 

(5.79E-09) 

x556.76 

(1.17E-04) 

x386.32 

(1.26E-03) 

x674.41 

(1.16E-03) 

mMNs 
x682.00 

(8.26E-10) 

x792.12 

(2.65E-05) 

x599.46 

(5.48E-04) 

x640.11 

(5.36E-04) 

CTSF 

pMNs 
x6575.03 

(7.75E-04) 

x9176.16 

(1.65E-10) 

- x9245.06 

(2.59E-10) 

yMNs 
x9174.17 

(2.77E-04) 

x14066.05 

(8.44E-10) 

- x15596.54 

(7.43E-10) 

mMNs 
x459.04 

(3.91E-03) 

x627.57 

(1.16E-23) 

- x788.26 

(3.19E-23) 
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Figure 1. ALS mutations do not prevent MN differentiation and survival in cultures.  

 (A) Schematic representation of the differentiation protocol. CHIR (CHIR99021), SB 

(SB431542), LDN (LDN193189), RA (Retinoic Acid), SAG (Smoothened agonist), NTF 

(Neurotrophic factors), DAPT ( secretase inhibitor), pMNs (MN progenitors), yMNs 

(young MNs), mMNs (mature MNs). (B, C) Phase contrast microscopy images of yMNs 

(B) and mMNs (C), showing neuron networks. (D, E) Representative images of 3-tubulin-

positive (TUJ1) cells co-expressing OLIG2 (D) or ISLET1 (E) at day -7 and T0, 

respectively. (F) At T2, nearly all MNs express the Vesicular Acetylcholine Transporter 

(VACHT) marker. Scale bars: 20µm. (G, H) Quantifications of ISLET1-positive (G) and 

VACHT-positive (H) neurons at T0 and T2, respectively (mean ± SEM).  n = number of 

independent experiments. (G) Controls (Ctrl11, Ctrl33, Ctrl60, Ctrl69-1, Ctrl69-2): n = 29; 

SOD1 (SOD1-1, SOD1-2, SOD1-3): n = 17; C9ORF72 (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2, 

2C9ORF72-3): n = 18; TARDBP (TARDBP-1, TARDBP-2, TARDBP-3): n = 14. (H): 

Controls (Ctrl33, Ctrl69-1, Ctrl69-2): n = 8; SOD1 (SOD1-1, SOD1-2): n = 4; C9ORF72 

(1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2): n = 6; TARDBP (TARDBP-1, TARDBP-3): n=5. (I) Ratio 

of percentages of ISLET1-positive neurons between T0 and T1 (mean ± SEM). n = number 

of independent experiments. Controls (Ctrl33, Ctrl69-1, Ctrl69-2): n = 7; SOD1 (SOD1-1, 

SOD1-2): n = 4; C9ORF72 (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2): n = 4; TARDBP (TARDBP-1): 

n=3. No statistical significance by Kruskal-Wallis with Dunn’s test (G) and one-way 

ANOVA with Tukey’s test (H,I).  
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Figure 2. Transcriptome profiling to show the efficient differentiation of iPSC into 

pure culture of spinal MNs of the lateral motor column. 

RNA-seq was performed on differentiated cultures from control, SOD1N139D (2 clones), 

C9ORF72(G4C2)n (3 clones) and TARDBPG348C (2 clones) iPSC at three stages of the 

differentiation protocol (Fig1A: pMNs, yMNs, mMNs). A) Principal component analysis 

(PCA) shows a time-dependent segregation of samples. (B-M) Deseq2 normalized gene 

expressions in pMNs, yMNs and mMNs of (B) OLIG2, (C) PAX6 (D) ISLET1, and (E) 

HB9. (F, G) yMNs and mMNs express acetylcholinesterase (ACHE) and Vesicular 

acetylcholine transporter (VACHT), specific neurotransmitter synthase and transporter of 

spinal MNs. (H, I) All differentiated MN cultures are devoid of glial cells. Very low levels 

of GFAP and MBP are detected. (J, K) MNs express HOX-C4, C5 and C6 genes, typical 

of the rostral spinal cord. They do not express HOXC8, a marker of more caudal MNs. (L, 

M) yMNs and mMNs express the transcription factor FOXP1, a specific marker of the 

lateral motor column, but not the LHX3 gene encoding a transcription factor involved in 

specification of MNs located in the median motor column. 
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Figure 3. Alterations of electrophysiological properties in ALS motor neurons.  

Whole-cell patch-clamp recordings of iPSC-derived MNs from control subjects and ALS 

patients after 4-5 weeks and 9-10 weeks of culture (T2 and T3, respectively). n = number 

of recorded MNs. Controls (Ctrl11, Ctrl69-1, Ctrl69-2): T2, n = 51; T3, n = 74; SOD1 

(SOD1-2): T2, n = 18; T3, n = 15), C9ORF72 (1C9ORF72-1): T2, n = 24; T3, n = 22; 

TARDBP (TARDBP-1): T2, n = 17; T3, n = 21. (A-G) Current-clamp recordings. (A) Four 

AP firing patterns were observed among iPSC-derived MNs in response to injected currents 

(step 1s, 5-100 pA): repetitive (in blue), adaptive (in black), one spike (in pink), none (in 

grey). (B) Percentages of MNs per firing pattern at T2 and T3. At both time points almost 

all recorded control and mutant ALS MNs were electrically active. White numbers 

represent percentages of MNs firing each of the 4 patterns. Statistical significance for 

C9ORF72 MNs by a Fisher’s exact test between T2 and T3, for the “repetitive + adaptive“ 

PA firing category (Adjusted P-value. ᶲp <0.05). (C) Resting membrane potential (RMP), 

(D) AP Half width, (E) AP threshold, (F) Rheobase, (G) Maximum Frequency. (H-J) 

Voltage-clamp recordings. (H) Ratio of Na+(peak) and K+(low) current densities during voltage 

steps of various amplitudes. (I) Na+(peak) current density. (J) K+(low) current density. (C-J) 

Mann-Whitney test (ᶲp <0.05; ᶲᶲp <0.01; ᶲᶲᶲp <0.001) between T2 and T3 (ᶲ). 
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Figure 4. Abnormal protein accumulations in ALS iPSC-derived MNs. 

(A) Images of immunostaining of control and SOD1 iPSC-derived MNs with SOD1 

antibodies showing specific SOD1 aggregates in neurites of mutant MNs at T1 (arrows) (n 

= 3 independent experiments). Scale bars: 10µm. (B-C) Images of control and 

TARDBPG348C iPSC-derived MNs co-stained with antibodies against β3-Tubulin (TUJ1) 

and either TDP43 (B) or phosphorylated TDP43 (pTDP43) showing nuclear TDP43 

localization with rare nuclear TDP43 and cytoplasmic pTDP43 inclusions, only at T2. 

Arrows in insets indicate inclusions. (n = 3 independent experiments). Scale bars: 20µm. 

(D) Control and ALS iPSC-derived MNs co-labelled with antibodies against cystatin C 

(CST3) and TUJ1 showing specific cytoplasmic (arrows) and neuritic (arrowheads) 

accumulation of cystatin C, at T1. Scale bars: 20µm. (E) Quantifications of somatic cystatin 

C (CysC) staining showing significant accumulation in mutant C9ORF72 and TARDBP 

mMNs. (mean ± SEM). Statistical significance shown either between ALS and control 

MNs (*) or between mutant C9ORF72 and TARDBP MNs (ᶲ), by Kruskal-Wallis with 

Dunn’s test (****p<0.0001, ᶲp<0.05). n = number of analyzed MNs from 3 independent 

experiments. Controls (Ctrl33, Ctrl69-2) n = 204; SOD1N139D (SOD1-1, SOD1-2) n = 194; 

C9ORF72(G4C2)n (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2) n = 210; TARDBPG348C (TARDBP-1, 

TARDBP-3) n=117.  
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Figure 5. Neurofilament accumulations in ALS iPSc-derived MNs. 

(A) Representative phase contrast images of control, SOD1N139D, C9ORF72(G4C2)n and 

TARDBPG348C iPSC-derived MNs at T1. Insets and arrows show specific bead-like 

structures in neurites (Scale bars: 10µm). (B, C) Control and ALS iPSC-derived MNs were 

labelled at T1 with antibodies against (B) the Light neurofilament subunit NF-L or (C) the 

phosphorylated Medium/High neurofilament subnits pNF-M/H. Representative images 

show cytoplasmic accumulations (arrows), neuritic NF-L positive beads (arrowheads) and 

pNF-M/H proximal axon accumulations (arrows). Scale bars: 10µm. (D-E) Quantifications 

of (D) somatic NF-L and (E) neuritic pNF-M/H staining in the different MN cultures show 

significant differences between controls and either SOD1 N139D or C9ORF72(G4C2)n MNs 

(mean ± SEM). Statistical significance by Mann-Whitney test (*p<0.05; ***p<0.001,). n = 

number of independent experiments.  For NF-L: Controls (Ctrl33, Ctrl69-1, Ctrl69-2): n = 

8; SOD1 (SOD1-1, SOD1-2) n = 6; C9ORF72 (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2) n = 6; 

TARDBP (TARDBP-1, TARDBP-3): n=4. For pNF-M/H: Controls (Ctrl33, Ctrl69-1, 

Ctrl69-2): n = 4; SOD1 (SOD1-1, SOD1-2) n = 4; C9ORF72 (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2) 

n = 5; TARDBP (TARDBP-1, TARDBP-3) n=5. (F-I) pNFs staining and Hematoxylin 

counterstaining of ALS patients’ spinal cord sections. (F) Low magnification images 

showing loss of MNs and irregular calibers of remaining MNs in the anterior horn of the 

spinal cord of a SOD1D83G patient (top image) when compared to sensitive neurons of the 

posterior horn (bottom image)(100X). (G-I) Top and bottom images: Higher magnification 

images of anterior horns of spinal cords of (G) a SOD1D83G patient, (H) a patient with C4G2 

expansions and (I) a TARDBPG348V patient. Arrows show different patterns of pNF 

stainings with more or less large and dense axonal beads, pNF-positive neurites proximal 

to soma, or more elongated staining of NFs larger than expected (200X). 
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Figure 6. Early alterations of the structural integrity of proximal axonal regions in 

SOD1 and C9ORF72 iPSC-derived MNs. 

(A, B) Representative images of MN cultures co-immunostained with antibodies against 

pNF-M/H, MAP2 and AnkG, to identify pNFs accumulation (arrows), MAP2-positive 

dendrites and AnkG-positive AIS, respectively. Scale bars:  20µm. A confocal image of 

pNF-M/H accumulation is shown in (B). Scale bars: 10µm. (C) Representative images of 

iPSC-derived MNs with or without pNF-M/H accumulations (acc.). MNs were co-labelled 

with antibodies against pNF-M/H, AnkG, and panNav which stain voltage-gated sodium 

channels. Doted lines indicate soma localization and pNF-M/H accumulation is indicated 

with an arrow. The different parameters measured on similar images acquired in the 

different MN cultures are shown in graphs D to N (See material and Methods). Scale bars: 

 10µm. (D-E) Graphs showing soma areas and AIS lengths. (F-H) pNF-M/H integrated 

density measured (F) between the soma and the end of the AIS, (G) in the GAP and (H) in 

the AIS regions. (I-J) PanNav integrated density measured (I) between the soma and the 

end of the AIS and (J) in the GAP. (K) Ratio of panNav integrated density in the AIS to 

the GAP. See also Supplementary Fig. S8A. (L-N) Graphs showing GAP length, GAP 

mean diameter and AIS mean diameter. Accumulation of pNF-M/H modify AIS 

localization and mean axonal caliber. (mean ± SEM). Statistical significance shown either 

between ALS and control MNs (*) or between MNs with or without accumulation (ᶲ) by 

Kruskal-Wallis with Dunn’s test (ᶲp<0.05, **p<0.01, ****/ᶲᶲᶲᶲp<0.0001). n = number of 

analyzed MNs. > 3 independent experiments per subject. Controls (Ctrl33, Ctrl69-2): n = 

81 (without acc.); SOD1 (SOD1-1, SOD1-2): n = 72 (with acc.) / n = 68 (without acc.); 

C9ORF72 (1C9ORF72-1, 2C9ORF72-2): n = 63 (with acc.) / n = 71 (without acc.). 

TARDBP (TARDBP-1, TARDBP-2): n = 64 (without acc.). (O) Schematic representation 

of pNF-M/H accumulation and consequences on AH and AIS. Interestingly, only few MNs 

with accumulation were without GAP regions when compared to controls (Supplementary 

Fig. S8D). (The image is constructed based on the images from Servier Medical Art 

(http://smart.servier.com/).
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Figure 7. RNA-seq analysis of ALS and control iPSC-derived MNs 

(A,B) Number of differentially regulated genes, upregulated or downregulated, in yMNs 

compared to pMNs (A) and in pMNs compared to mMNs (B) in controls and ALS MNs. 

(C-F) Number of differentially regulated genes, upregulated or downregulated, in 

SOD1N139D, C9ORF72(G4C2)n and TARDBPG348C or all ALS MNs versus control MNs, in 

pMNs, yMNs and MMNs.  (G-H) Q-PCR analysis show deregulation of CHL1 (G) and 

CTSF (H) gene expression in SOD1N139D, C9ORF72(G4C2)n and TARDBPG348C MNs in 

pMNs. 
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Supplementary Figure S1. Characterization of iPSC clones. 

(A) Control and ALS iPSC clones express human pluripotency-associated markers 

including TRA1-60, NANOG and SSEA4. Representative immuno-staining are shown for 

one control clone (Ctrl69-1), and three ALS clones (SOD1-1, 1C9ORF72-1, TARDBP-1). 

Scale bar: 100µm. (B) RT-PCR show that all iPSC clones express mRNAs coding for 

endogenous pluripotency-associated genes (OCT4, Crypto, Rex, NANOG, hTERT, c-

MYC, DNMTB3). Parental fibroblasts are shown. GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) served as internal control for mRNA detection. (C) Differentiation into the 

three germ layers in vitro. EBs were grown for 10 days in suspension culture and transferred 

to coated coverslips for 10 more days. Controls and patients EBs derived from each iPSC 

clone give rise to cells of ectoderm (Nestin or MAP2), mesoderm (SMA) and endoderm 

(AFP). Representative images are shown. Scale bars: 50 µm. 
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Supplementary Figure S2. Silencing of retroviral vectors in mutant TARDBP clones. 

Quantitative PCR after reverse transcription shows that expression of retroviral vector 

genomes coding for OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC and NANOG was repressed in iPSC 

clones compared to fibroblasts (T-hFib, value set to 1). 
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Supplementary Figure S3. SNP Illumina analysis. 

Genome integrity was assessed by Illumina Human OmniExpress-24 SNP array and 

analyzed using GenomeStudio software (Illumina) in both parental fibroblasts and related 

iPSC clones. Karyograms were produced using KaryoStudio software (Illumina). 

Amplifications (green) and deletions (orange) are shown alongside the relevant 

chromosome. 
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Supplementary Figure S4. Analysis of mutations in ALS patients’ cells. 

(A, B) DNA direct sequencing of control and patient derived-iPSC confirms the presence 

of (A) the N139D mutation in the SOD1 gene and (B) the G348C mutation in the TARDBP 

gene in patient’s cells. (C). Repeat-primed PCR was used to detect expanded GGGGCC 

hexanucleotides. The reverse primer designed on the repeat sequence allowed the 

amplification of multiple fluorescent PCR products that were visualized using GeneMapper 

software v4.0. Profiles are shown for (1) control Ctrl69-1 fibroblasts, (2-3) fibroblasts from 

patient 1C9ORF72(G4C2)n and 2C9ORF72(G4C2)n, (4) the iPSC clone Ctrl69-2, (5-6) iPSC 

clones 1C9ORF72-1 and 2C9ORF72-2, and (7) MNs from iPSC clone 1C9ORF72-1. 
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Supplementary Figure S5. Deseq2 normalized gene expression of enzymes involved 

in neurotransmitters synthesis 

(A-E) Deseq2 normalized gene expression of enzymes involved in different 

neurotransmitter synthesis, including Tyrosine Hydroxylase (TH), Glutamate 

Decarboxylase (GAD1), Glutaminase (GLS1), Dopamine β-Hydroxylase (DBH) and 

Tryptophan Hydroxylase (TPH). (F) List of neuron subtypes and enzymes involved in the 

synthesis of their respective neurotransmitters.  
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Supplementary Figure S6. Additional parameters of current-clamp recordings. 

 (A) Delay to the first peak. (B) Peak amplitude. (C) Action Potential (AP) amplitude. 

Mann-Whitney test. n=number of cells, from 3 independent experiments. Controls (Ctrl11, 

Ctrl69-1, Ctrl69-2) : T2, n=51; T3, n=74, patients SOD1 (SOD1-2) : T2, n=18; T3, n=15, 

C9ORF72 (1C9ORF72-1) : T2, n=24; T3, n=22, TARDBP (TARDBP-1): T2, n=17; T3, 

n=21.  
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Supplementary Figure S7. Neurofilaments in ALS iPSc-derived MNs. 

(A, B) Control and ALS iPSC-derived MNs were labelled at T0 with antibodies against (A) 

the Light neurofilament subunit NF-L or (B) the phosphorylated Medium/High 

neurofilament subnits pNF-M/H. Representative images show both NF-L and pNF-M/H 

cytoplasmic accumulations and more intense neuritic staining, especially in SOD1N139D and 

C9ORF72(G4C2)n MNs, whereas differences between control and TARDBPG348C MNs are 

less clear. Scale bars: 10µm



 
 

193 
 

 



194  
 

Supplementary Figure S8. Early alterations of the structural integrity of proximal 

axonal regions in SOD1 and C9ORF72 iPSC-derived MNs. 

(A) panNav integrated density in the GAP. (B, C) GAP and AIS area. n = number of 

analyzed MNs from 3 independent experiments per lines. Controls (Ctrl33, Ctrl69-2): 

n=81. ALS without accumulation: SOD1 (SOD1-1, SOD1-2): n=74, C9ORF72 

(C9ORF72-1, 2C9ORF72-2): n=71, TARDBP (TARDBP-1, TARDBP-2) n=71. ALS with 

accumulation: SOD1 (SOD1-1, SOD1-2): n=69, C9ORF72 (C9ORF72-1, 2C9ORF72-2): 

n=63. Kruskal-Wallis with Dunn’s test (mean ± SEM). Statistical significance shown either 

between ALS and control MNs (*) or between MNs with or without accumulation (ᶲ). 

***p<0.001, ****/ᶲᶲᶲᶲp<0.0001, ᶲp<0.05.  
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Supplementary Figure S9. RNA-seq analysis to identify early altered mechanisms in 

ALS MNs. 

(A) Deseq2 normalized gene expression of SOD1, C9ORF72 and TARDBP, showing no 

major gene expression difference in mutant or control MNs. (B) Number of differentially 

regulated genes, upregulated or downregulated, in yMNs versus pMNs and in mMNs 

versus yMNs, and number of differentially regulated genes in pMNs, yMNs and MNs,  in 

SOD1N139D, C9ORF72(G4C2)n, TARDBPG348C or all ALS MNs versus control MNs 
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Comparisons Total Up Down 

T
im

e
 

yMNs vs  
pMNs 

Controls 7861 3835 4026 
ALS 8081 3919 4162 

mMNs vs 
yMNs 

Controls 0 0 0 
ALS 2539 1704 835 

G
e
n
o
ty

p
e
 

SOD1 vs 
Controls 

pMNs 64 29 35 
yMNs 60 32 28 
mMNs 168 86 82 

C9ORF72 vs 
Controls 

pMNs 0 0 0 
yMNs 16 4 12 
mMNs 4 4 0 

TARDBP vs 
Controls 

pMNs 49 25 24 
yMNs 76 22 54 
mMNs 429 365 64 

ALS vs 
Controls 

pMNs 9 7 2 
yMNs 96 25 71 
mMNs 39 29 10 
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Supplementary Table S1: Primary antibodies 

Primary 

Antibodies 

Isotype Dilution Supplier 

AFP IgG2a 1/200 Chemicon 

AnkG IgG2a 1/200 Neuromabs 

CST3 Rabbit 1/50 Sigma 

Islet1 Rabbit 1/100 Abcam 

MAP2 IgG1 1/500 Chemicon 

Nanog Rabbit 1/100 Abcam 

Nestin Rabbit 1/500 Millipore 

NF-L Igg1 1/200 Sigma 

Olig2 Rabbit 1/1000 Millipore 

Pan-Nav Rabbit 1/200 Alomone Labs 

p-NFH Igg1 1/300 Millipore 

p-TDP43 IgG1 1/3000 CosmoBio 

SMA IgG2a 1/200 Chemicon 

SMI-310 Igg1 1:4000 Biolegend 

SSEA-4 IgG3 1/100 Chemicon 

TDP43 Rabbit 1/100 Proteintech 

TRA1-60 IgGM 1/100 Chemicon 

Tuj1 Igg2a 1/500 Covance 

VACHT Rabbit 1/1000 Synaptic System 
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Supplementary Table S2: Secondary Antibodies 

 

 

 

 

Supplementary Table S3: Description of ALS patients (post-mortem tissues) 

ALS gene / 

mutation 
Sexe Site of onset Age at death Progression 

SOD1D83G male Upper limb 73 Aggressive (<1years) 

C9ORF72(G4C2)n male Bulbar 55 Aggressive (1,6 years) 

TARDBPG348V male Upper limb 47 Aggressive (3 years) 

 

 

Secondary Antibodies Dilution Supplier 

goat anti-mouse IgG1 AlexaFluor® 488 1/2000 Molecular Probes 

goat anti-mouse IgG1 AlexaFluor® 555 1/2000 Molecular Probes 

goat anti-mouse IgG1 AlexaFluor® 647 1/500 Molecular Probes 

goat anti-mouse IgG2a AlexaFluor® 488 1/500 Molecular Probes 

goat anti-mouse IgG2a AlexaFluor® 555 1/500 Molecular Probes 

goat anti-mouse IgG2a AlexaFluor® 647 1/500 Molecular Probes 

goat anti-rabbit AlexaFluor®  647 1/500 Jackson ImmunoResearch 

goat anti-rabbit AlexaFluor® 488 1/1000 Molecular Probes 

goat anti-rabbit AlexaFluor® 555 1/1000 Molecular Probes 
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II. ARTICLE 2 (COLLABORATION) : L’INHIBITION DE HDAC6 RESTAURE 

LES DEFAUTS DE TRANSPORT AXONAL DES MOTONEURONES DERIVES 

D’INDIVIDUS MUTES AU NIVEAU DU GENE FUS 

1. RESUME 

En parallèle de ces travaux de thèse, nous avons travaillé en collaboration avec une équipe ayant 

accès à des biopsies de fibroblastes de 4 patients mutés au niveau du gène FUS (3 mutés R521H 

et 1 muté P525L). Lors de cette collaboration, nous avons non seulement transféré notre savoir-

faire pour générer des MNs suivant le protocole Maury et al. (Maury et al., 2015) mais aussi toutes 

les mises au point pour réaliser des cultures comparables au niveau densité des MNs sur les 

lamelles et temps d’analyses. Ainsi, cela nous permet aujourd’hui de comparer nos résultats sur 

les MNs porteurs des mutations au niveau des gènes SOD1, C9ORF72 et TARDBP avec des MNs 

issus de patients mutés au niveau du gène FUS.  

Cette collaboration a abouti à un article publié en 2017 (Guo et al., 2017a). Sans surprise, l’article 

a montré que les iPSC mutées au niveau du gène FUS se différenciaient comme les contrôles (dont 

une lignée contrôle isogénique R521R) avec une pureté comprise entre 70 à 95% de MNs. A T1 

(cf. Article 1, Fig. 1), lorsque les MNs était plus matures, la protéine FUS était délocalisée dans le 

soma et les neurites uniquement pour les MNs mutants et d’autant plus pour les lignées P525L, ce 

qui était en accord avec les résultats publiés dans la littérature. Lenzi et al. avaient en effet observé 

que la mutation P525L causait une délocalisation plus importante par rapport à d’autres mutations. 

Or, leurs résultats avaient été observés dans une lignée mutée à partir d’un contrôle, sans le fond 

génétique des patients. Ceci pourrait expliquer pourquoi la mutation P525L est une cause de SLA 

très précoce, plus agressive que la mutation R521H (Fig. 1 p. 207). 

Comme les MNs mutants C9ORF72, SOD1 et TARDBP, avant T1 le marquage des MNs avec NF-

L ne semblait pas altéré et aucune mort cellulaire des MNs mutés au niveau du gène FUS n’a été 

observé même après une longue période de maturation. 

A la différence des MNs mutés C9ORF72, SOD1 et TARDBP, les MNs FUS étaient moins 

excitables que les contrôles vers T2. Au même temps d’analyse, le ratio des densités de courants 

Na+/K+ était diminué suggérant que les mécanismes pathologiques des MNs mutés au niveau du 

gène FUS seraient différents des MNs mutés dans les gènes C9ORF72, SOD1 ou TARDBP (Fig. 

2 p. 209). 

D’autre part, le transport axonal était perturbé dans les MNs mutés au niveau du gène FUS. Alors 

que le nombre et la morphologie des mitochondries étaient normaux, leur proportion mobile 

diminuait à partir de T1 dans les MNs FUS. De la même façon, le transport des vésicules de RE 

était aussi altéré chez les MNs mutants (Fig. 3 p. 210). En outre, la publication a mis en évidence 

la perturbation des points de contact entre la mitochondrie et le RE (Mitochondria-associated ER 
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membrane : MAMs), importants par exemple pour le trafic intracellulaire. Aucune anomalie de 

transport mitochondrial n’a été mise en évidence dans la lignée isogénique synthétisée à partir de 

la mutation R521H. Aussi, la surexpression de la protéine FUS dans des MNs issus de lignées 

embryonnaires porteuses de mutations au niveau du gène FUS perturbait le transport axonal, à la 

différence de la surexpression de la protéine contrôle dans les MNs contrôles, suggérant que le 

transport axonal est altéré et causé par des mutations au niveau du gène FUS (Fig. 4 p. 212).  

De façon intéressante, l’inhibition chimique d’HDAC6 (par TubastatinA ou ACY-738) ou la 

diminution d’HDAC par des ASOs a permis de restaurer les défauts de transport axonal des 

mitochondries et du RE ainsi que la réduction des MAMs (Fig. 5 p. 213). Ces composés n’ont pas 

modifié  la délocalisation de la protéine FUS, mais ont permis d’augmenter l’acétylation de l’α-

tubuline. En conséquence, l’hypothèse proposée par nos collaborateurs est que cette acétylation 

augmenterait la liaison des protéines motrices aux microtubules, permettant ainsi d’augmenter le 

transport des mitochondries et du RE.  

Sachant que nos travaux suggèrent une perturbation précoce de l’AIS qui pourrait avoir des 

conséquences sur le transport axonal, il sera intéressant d’analyser les effets de ces inhibiteurs 

d’HDAC6 sur les MNs de notre étude. 
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III. ANALYSE DES EFFETS D’UNE NOUVELLE MOLECULE A POTENTIEL 

THERAPEUTIQUE 

1. QU’EST-CE QUE NEUROVITAS ?  

Les composés Neurovita (NVs) ont été développés par l’équipe du Dr. Lafon (Institut Pasteur, Paris) 

(Préhaud et al., 2010, 2014). Ces polypeptides dérivent de la protéine d’enveloppe, la protéine G, 

du virus de la rage.  

Le virus de la rage se reproduit uniquement dans le système nerveux et voyage depuis la morsure  

infligée par un animal enragé qui inocule la salive contaminée dans les muscles et les terminaisons 

nerveuses, jusqu'aux glandes salivaires. Les particules virales sont excrétées dans la salive, ce qui 

permet l'infection d'un nouvel hôte. Au cours de son long voyage dans le système nerveux, passant 

d'un neurone au neurone suivant et, en contraste frappant avec d'autres infections neurotropes, le 

virus de la rage n’induit pas la mort des neurones qu’il infecte (Lafon, 2011). La virulence des 

souches de virus de la rage corrèle avec leur capacité de promouvoir la survie neuronale (Seo et 

al., 2017). 

L’équipe du Dr Lafon a découvert que le virus rabique a développé des mécanismes robustes lui 

permettant d’activer les voies de survie du neurone. Ce mécanisme est contrôlé par la protéine 

d’enveloppe, la protéine G, dont l'extrémité C-terminale code pour un motif de liaison PDZ (PBM), 

ce qui lui permet d’interagir avec un partenaire cellulaire, une kinase associée aux MTs, MAST2, 

en formant un complexe protéine-protéine de type PDZ-PBM. Il est probable que la protéine G 

active la survie neuronale en bloquant l’action de PTEN, un inhibiteur de la neuritogénèse et de la 

survie neuronale, en délogeant PTEN du complexe qu’il forme avec le PDZ de MAST2. L’équipe a 

montré qu'un peptide dont la séquence comprend le domaine cytoplasmique de la protéine G 

reproduisait la propriété neuroprotectrice de la protéine G au cours de l’infection. La partie active 

de la protéine G et le peptide résultant a été nommé Neurovita (NV). Lorsqu’il est  administré par 

des vecteurs viraux (lentivecteur ou AAV2), NV favorise la neuritogenèse, la neuroprotection contre 

les agressions toxiques mais également la régénération des neurites après section. Les effets de 

neuroprotection et de neuritogénèse de NV ont été mises en évidence dans plusieurs modèles dont 

la protection d’une lignée issue d’un neuroblastome humain (SH-SY5Y) face au stress oxydatif 

(H2O2), ou la régénération des neurites de neurones d’une lignée cellulaire humaine (NT2-N) après 

lésion (Préhaud et al., 2014).  

La séquence de Neurovita a été optimisée et a donné lieu à la construction de trois peptides 

(appelés NV1, NV2 et NV3). NV est une séquence contrôle dépourvue de la zone active. 
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2. EFFETS DE NEUROVITAS SUR LES MOTONEURONES HUMAINS DERIVES DE 

CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES INDUITES 

Etant donné ses propriétés neuroprotectrices et de neuritogénèse, nous avons voulu évaluer si 

nous pouvions avoir un effet des polypeptides NVs sur des MNs dérivés d’IPSC porteurs ou non 

de mutations SLA.  

Afin d’évaluer le pouvoir de neuritogénèse des NV, nous avons mis en place un protocole nous 

permettant de quantifier la croissance des neurites après un stress « mécanique » subséquent à 

la dissociation des MNs ayant déjà formés un réseau neuronal important. Après la dissociation des 

MNs à T0 (Fig.1A, Article 1) avec de l’Accutase, les cellules ont été ensemencées à très faible 

densité afin de pouvoir quantifier la longueur et le nombre de neurites par neurone de façon 

automatique avec un imageur couplé à une plateforme de criblage (Cell-Insight) (Thermo Fisher 

Scientific Inc.). Après dissociation, les MNs dérivés d’iPSC issues de contrôles et de patients 

porteurs de la mutation SOD1N139D et des expansions G4C2 au niveau du gène C9ORF72 ont été 

transduits avec les vecteurs lentiviraux codant pour les polypeptides NV1, NV2, NV3 ou le 

Figure 1 | Effet des molécules Neurovitas sur la neuritogénèse. (A) (Haut) L’expression des peptides 

Neurovitas (NV) est permise par la transduction lentivirale de la séquence NV sous le contrôle du 
promoteur du cytomegalovirus (CMV). Trois peptides ont été testés : NV1, NV2 et NV3. Le NVΔ est le 
peptide contrôle, sans la séquence active. (Bas) Après dissociation des jeunes MNs, les cellules ont été 

ensemencées à très faible densité puis transduites avec les vecteurs codants pour NV1, NV2, NV3 ou 
NVΔ (traitements). (B) Images représentatives de MNs fixés puis marqués avec des anticorps anti-
β3tubuline (Tuj1) trois jours après la transduction. Ho : Hoescht. Echelle : 20µm(C) Graphes montrant la 

quantification du nombre de neurites (gauche), la longueur totale des neurites (milieu) et la longueur 
moyenne de l’axone (droite) par neurone. Plus de 500 neurones par puits ensemencés ont été imagés et 
analysées automatiquement par le Cell-Insight. Les peptides NVs, notamment le NV1, ont augmenté le 
nombre et la longueur des neurites dont la longueur des axones des MNs dérivés de deux contrôles 
différents et de MNs porteurs de la mutation SOD1N139D et des expansions G4C2 au niveau du gène 
C9ORF72. Données préliminaires : n=3 puits, ANOVA one-way avec Dunnett test.  
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polypeptide dépourvu du site actif (NVΔ) (Fig 1A). Trois jours plus tard, les MNs ont été fixés puis 

marqués avec un anticorps anti- β3tubuline dans le but de quantifier la neuritogénèse (Fig 1B).  

Les résultats des quantifications réalisées avec le Cell-Insight sont présentés sur la figure XC. Trois 

quantifications ont été réalisées : le nombre de neurites par neurone, la longueur totale des neurites 

par neurones et la longueur de l’axone (considéré comme le neurite le plus long). Les résultats ont 

montré que chacun des composés, et notamment le composé NV1, augmentait de manière 

significative le nombre et la longueur des neurites par neurone, dont l’axone. Les effets positifs 

significatifs ont été montrés sur des MNs contrôles mais aussi sur des MNs issus de patients 

atteints de SLA (Fig 1C).  

Ces premiers résultats suggèrent que les polypeptides NVs pourraient être de nouveaux candidats 

à visée thérapeutique dans la SLA. Les résultats sur les MNs contrôles (qui ont été reproduits)  

seront inclus dans une publication du Dr. Lafon en cours de préparation (Khan Z, Terrien E, 

Lefebvre-Omar C, Bohl D, Vitry S, Lafon, M, Wolff N, Prehaud C. Peptides targeting the PDZ 

domain of MAST2 are efficient inducers of neuritogenesis. A structure–function analysis). 

 

3. CONCLUSION ET PERSPECTIVE 

Ces analyses seront répétées afin de les confirmer. Des MNs issus de patients mutés au niveau 

du gène TARDBP seront également inclus. De même pour des clones isogéniques corrigés avec 

le système CRISPR/CAS9 qui sont en cours de caractérisation pour les 2 mutations ponctuelles 

étudiées. Ensuite, nous étudierons si les NVs peuvent restaurer ou non les phénotypes que nous 

avons observés sur les MNs issus d’individus atteints de SLA. Enfin, l’équipe du Dr. Lafon est 

actuellement en train de mettre au point une technique pour administrer NV dans des neurones 

sous forme de protéines. Cette construction appelée Neurocargo-Neurovita a été obtenue en 

greffant NV à un anticorps de lama capable de traverser la barrière hémato-encéphalique et la 

membrane plasmique des neurones. Cette construction permettrait ainsi d’administrer des peptides 

NVs sans utiliser de vecteurs viraux, facilitant ainsi le transfert vers des applications  thérapeutiques 

(Préhaud et al., 2016). 
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Chapitre 8  : DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

I. GENERATION DES IPSC 

L’équipe a généré des clones d’iPSC issus de 4 patients atteints de SLA (1 individu muté au niveau 

du gène SOD1N139D, 2 individus porteurs d’expansions au niveau du gène C9ORF72 et 1 individu 

muté au niveau du gène TARDBPG348C), ainsi que des clones d’iPSC issus de trois individus 

contrôles de 11, 33 et 69 ans.  

Une des difficultés de travailler avec ce modèle cellulaire est la variabilité qu’il peut y avoir entre 

chaque clone d’iPSC, d’où la nécessité de toujours confirmer les phénotypes observés dans 

plusieurs d’entre eux (Li et al., 2015; Sgodda and Cantz, 2013; Soldner and Jaenisch, 2012, 2017). 

Il peut logiquement exister des variations entre les clones de différents patients, mais aussi entre 

clones provenant d’un même individu (Sgodda and Cantz, 2013). Les sources d’hétérogénéité sont 

présentes à plusieurs niveaux listées ci-dessous. 

LA BIOPSIE  

L’hétérogénéité est déjà présente dans la biopsie de peau à partir de laquelle les iPSC seront 

reprogrammées (Li et al., 2015; Sgodda and Cantz, 2013) mais il est impossible d’aller sélectionner 

une cellule spécifique à reprogrammer (Fig. 1). 

 

LA REPROGRAMMATION 

Durant la reprogrammation de cellules somatiques en iPSC, il peut y avoir des effets liés aux 

facteurs de reprogrammation qui peuvent affecter le génome ou l’épigénétique. Afin de limiter ces 

effets, la reprogrammation avec des vecteurs non intégratifs (ex : virus « Sendai ») est privilégiée 

(Antony-Debré et al., 2013; Sgodda and Cantz, 2013). Les iPSC issues des contrôles de 11 et 33 

ans ainsi que les iPSC porteuses de la mutation TARDBPG348C ont été reprogrammées avec des 

virus intégratifs avant la publication de la technique de reprogrammation par des vecteurs non-

intégratifs (technique choisie pour les autres reprogrammations).  

Pour ces raisons, il est nécessaire de valider la pluripotence des iPSC obtenues (marquages 

membranaires tels que TRA1-60, SSEA4 et intracellulaires tels que OCT4, NANOG ou SOX2) ; de 

vérifier la réactivation de la télomérase ainsi que l’extinction des transgènes dans les cellules 

reprogrammées avec des vecteurs intégratifs. D’autre part il est important de vérifier l’intégrité du 

génome via des analyses en SNP Illumina et des caryotypes.  

 

L’EXPANSION 

Un des avantages des cellules iPSC est d’être une source illimitée de cellules pluripotentes 

humaines provenant directement d’un individu sain ou malade. Cependant, lors de l’expansion de 

clones et des passages, des altérations génétiques peuvent aussi se produire et une sélection des 
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cellules les moins vulnérables peut avoir lieu. Pour éviter ces problèmes, la qualité des iPSC est 

examinée régulièrement (Caryotypes et/ou SNP Illumina) tous les 5 à 10 passages. Mais pour 

s’assurer que les études sont réalisées sur des iPSC sans anomalies, des banques sont crées afin 

de toujours repartir des mêmes cellules dans les différentes expériences. 

 

LA DIFFERENCIATION 

Enfin, ces différences peuvent se répercuter sur la différenciation, et peuvent aussi être source 

d’hétérogénéité suivant les différentes expériences, d’où l’intérêt de mettre en place un protocole 

de différenciation très strict afin d’obtenir des populations homogènes et similaires à chaque 

manipulation (Sgodda and Cantz, 2013).   

 

 

 

Dans le but de valider les observations phénotypiques liées à des mutations connues, il est 

aujourd’hui nécessaire d’utiliser des contrôles isogéniques. De plus en plus de publications inclues 

dans leurs travaux des iPSC isogéniques en utilisant la technologie CRISPR/Cas9 pour corriger 

des mutations (Bhinge et al., 2017; Guo et al., 2017a; Higelin et al., 2016; Imamura et al., 2017; 

Kruminis-Kaszkiel et al., 2018; Naumann et al., 2018; Selvaraj et al., 2018; Wainger et al., 2014). 

CRISPR/Cas9 est un outil qui permet de couper l’ADN à un site précis pour permettre une insertion 

ou une correction de mutation de façon très ciblée, y compris des expansions G4C2 du gène 

C9ORF72 (LaMarca et al., 2018; Pribadi et al., 2016; Selvaraj et al., 2018). CRISPR/Cas9 est formé 

d’un complexe  (Cas9, endonucléase d'ADN et un ARN guide) qui reconnaît une séquence d’ADN 

précise et peut faire une coupure double-brins de l’ADN. De cette façon il est possible de muter 

Figure 1 | Sources d’hétérogénéité de 
la biopsie d’un patient à la 
modélisation de sa maladie.  

 
Biopsiées du patient, les cellules 
peuvent être mutées ou contenir une 
variation du nombre de copies d’un 
gène.  
Reprogrammation : effets non voulus 
des facteurs de reprogrammation 
(insertions, reprogrammation partielle, 
variations épigénétiques).  
Expansion des clones et grand nombre 
de passages : risque de sélection/contre 
sélection de certaines cellules, 
altération des chromosomes. 
Différenciation : difficulté au niveau de la 
reproductibilité des protocoles. 
Modélisation de maladies : variabilité 
des échantillons, prédispositions 
individuelles d’où la nécessité de 
contrôles isogéniques. 
Sgodda et al., 2016; réimprimée avec la 
permission de Mol Ther. via la licence 
CC BY-NC-ND 4.0. 
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précisément un gène ciblé. En ajoutant une matrice d’ADN, il est aussi possible d’introduire une 

nouvelle séquence. Alors que la plupart des études ont choisi de corriger les mutations dans les 

clones d’iPSC, un groupe a choisi d’insérer la mutation P525L dans le gène FUS afin de l’étudier 

(Lenzi et al., 2015; Naumann et al., 2018). Ils ont ainsi pu montrer un phénotype spécifique lié 

uniquement à la mutation. Dans un monde parfait, il faudrait avoir comme contrôle à la fois des 

iPSC mutées dans lesquelles le gène est corrigé et des iPSC contrôles dans lesquelles le gène 

muté est inséré. 

Dans nos travaux, la génération des cellules iPSC isogéniques des mutations SOD1N139D et 

TARDBPG348C est actuellement en cours. Les MNs isogéniques SOD1N139N et TARDBPG348G ainsi 

qu’un deuxième clone du patient 1C9ORF72 seront inclus aux données RNAseq actuellement 

disponibles pour permettre d’augmenter le pouvoir de l’étude. Nous pourrons ainsi vérifier si les 

MNs des deux patients porteurs d’expansions ont des profils transcriptomiques semblables. Nous 

pourrons aussi conclure si le fait que les MNs de patients C9ORF72 aient peu de gènes dérégulés 

soit « normal » ou pas. D’autre part, afin d’augmenter le nombre de patients inclus dans l’étude, 

d’autres iPSC ont été générées (patients sporadiques ou avec d’autres formes génétiques de SLA). 

Il serait intéressant d’avoir accès et/ou de participer à une banque de cellules souches issues de 

patients SLA pour augmenter le nombre de comparaisons, comme cela est le cas dans d’autres 

maladies (www.stembancc.org) ou dans d’autres domaines (www.projectmine.com). Cela serait 

d’autant plus intéressant pour les études concernant des MNs issus de patients sporadiques (dont 

l’étiologie génétique n’est pas connue) puisqu’il n’est pas possible de les comparer à des MNs 

isogéniques. 

Une des critiques faites aux modèles basés sur cellules iPSC vient du « rajeunissement » des 

cellules (Tang et al., 2017). Une alternative serait la transdifférenciation qui est une technique qui 

permet d’obtenir des cellules différenciées à partir de cellules matures sans passer par le stade de 

cellule souche. Bien que cette technique permette de garder des marqueurs liés à l’âge (Liu et al., 

2016; Mertens et al., 2018), le nombre de cellules initiales disponibles peut être limité puisqu’à la 

différence des cellules iPSC, les fibroblastes peuvent entrer en sénescence. D’autre part, pour les 

MNs en particulier, l’utilisation de vecteurs intégratifs pour l’expression forcée de facteurs de 

transcription induisant la transdifférenciation pose encore le problème de l’intégration virale 

(Abernathy et al., 2017; Liu et al., 2016; Son et al., 2011).  

Li et al. ont montré qu’il était possible de produire des MNs directement à partir de fibroblastes de 

patients mutés au niveau du gène FUS. Ils y retrouvent les phénotypes liés à la SLA comme dans 

certaines études à partir d’iPSC (tels que l’hypoexcitabilité ou la mort cellulaire) (Liu et al., 2016). 

De même, Shi et al. ont montré que les MNs mutants C9ORF72 dérivés de fibroblastes étaient plus 

sensibles au stress excitotoxique (Shi et al., 2018). Bien qu’observés de façon plus précoce, les 

phénotypes retrouvés dans les MNs dérivés de fibroblastes sont aussi observés dans les MNs 

dérivés d’iPSC. Si les MNs dérivés d’iPSC de patients récapitulent déjà des traits pathologiques 

par rapport au contrôle, elles devraient donc permettre de trouver des évènements pathologiques 

précoces et donc des cibles thérapeutiques ou des biomarqueurs prometteurs.  

http://www.stembancc.org/
http://www.projectmine.com/
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II. GENERATION DES MOTONEURONES ET AMELIORATION DU MODELE 

1. LES MOTONEURONES POUR ETUDIER LES MECANISMES INTRINSEQUES 

Grâce à une analyse immunocytochimique et transcriptomique nous avons montré pour la première 

fois que les MNs générés avaient acquis un phénotype spinal avec des MNs présentant des 

caractéristiques de la partie rostrale de la colonne latérale de la moelle épinière, MNs généralement 

affectés dans la SLA.  

Il serait intéressant de développer de nouveaux protocoles permettant de générer d’autres sous-

types de MNs spinaux plus caudaux, notamment des MNs de la partie lombaire de la moelle 

épinière en modifiant les concentrations d’acide rétinoïque, de GDF et de FGF (Fig. 2) (Patani, 

2016).  

 

Il pourrait aussi être interessant de générer des neurones du cortex moteur afin de voir si ces 

derniers sont atteints de la même façon que les MNs spinaux (Birger et al., 2018; Shi et al., 2012a). 

Quelques protocoles permettent de générer ces MNs primaires. Gaspard et al. ont d’abord montré 

l’importance de bloquer SHH pour obtenir une population homogène de neurones pyramidaux 

(Gaspard et al., 2008, 2009). Shi et al. ont eux montré que l’inhibition des SMADs et le contrôle de 

la concentration en vitamine A était cruciale pour cette différenciation (Shi et al., 2012a, 2012b). 

Pour Espuny-Camacho et al., l’induction corticale ne nécessiterait pas de morphogène spécifique 

mais l’inactivation prolongée de la voie des BMPs (Espuny-Camacho et al., 2013). L’équipe de 

Diaz-Alonso a elle démontré l’importance de la modulation du récepteur cannabinoïde CB1 pour 

obtenir des neurones cortico-spinaux (Díaz-Alonso et al., 2012; Galve-Roperh et al., 2012). 

Figure 2 | Schéma 
représentant l’expression 
des gènes HOX le long de 
l’axe rostro-caudal de la 
moelle épinière. Gradients 

d’expression (rouge/jaune) 
des gènes HOX le long de la 
moelle épinière. L’acide 
rétinoïque est responsable 
de la structuration de la 
partie cervicale. Les aires 
plus caudales sont 
structurées par l’action du 
FGF (fibroblast growth 
factor) et du GDF (growth 
differentiation factor). Patani, 
2016; réimprimée avec la 
permission de Stem Cells Int. 
via la licence CC BY 4.0. 
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Pour modéliser la SLA, seules deux études ont généré des neurones du cortex moteur à partir 

d’iPSC.  Burkhard et al. ont montré que les neurones du cortex moteur dérivés de patients SLA, 

reconnus par le marquage CTIP2, pouvaient contenir des agrégats de la protéine TDP-43 

intranucléaires similaires à ceux retrouvés dans les MNs spinaux (Burkhardt et al., 2013). Selvaraj 

et al. ont montré que la dérégulation des récepteurs AMPAR est spécifique des MNs spinaux car 

elle n’a pas été retrouvée dans des neurones corticaux marqués par Cux1 (Selvaraj et al., 2018). 

Si Selvaraj et al. a précisé que la culture de neurones corticaux contenait de la glie, aucun de ces 

deux papiers n’a indiqué la proportion de neurones corticaux obtenus (Burkhardt et al., 2013; 

Selvaraj et al., 2018).   

 

2. LES AUTRES TYPES CELLULAIRES IMPLIQUES DANS LA SLA 

Les modèles animaux ont permis de mettre en avant l’importance des cellules environnantes dans 

l’évolution de la pathologie telles que les astrocytes (Yamanaka et al., 2008) ou les 

oligodendrocytes (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Aussi, le fait que la diminution de la 

protéine mutée dans les cellules microgliales et macrophagiques ait pu augmenter la survie des 

souris SLA SOD1G37R (Boillée et al., 2006) a suggéré une composante inflammatoire dans la 

pathogénicité de la SLA. L’activation des monocytes/macrophages est d’ailleurs plus élevée chez 

les patients sporadiques à un stade avancé de la pathologie (Zhang et al., 2009a) suggérant un 

rôle de l’inflammation centrale et périphérique au cours de la maladie. Ainsi, des protocoles établis 

pour générer ces différents types cellulaires permettraient donc de comprendre les mécanismes 

extrinsèques aux MNs impliqués dans la SLA (Figure 3, Tableau 1) (Guo et al., 2017b; Li et al., 

2018; Zheng et al., 2018). 

- Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes du cerveau. Comme les neurones, il 

en existe plusieurs types qui se spécifient par des gradients de morphogènes et de facteurs de 

croissance. La revue de Chandrasekaran et al. compare et résume les différents protocoles publiés 

pour les générer (Chandrasekaran et al., 2016). Les astrocytes sont générés plus tardivement que 

les neurones lors du développement, ce qui implique des protocoles plus longs (entre 80 et 180 

jours). Aujourd’hui, des protocoles nécessitent des améliorations afin d’augmenter la pureté, le 

contenu et l’efficacité de la différenciation astrocytaire (Li et al., 2018). Serio et al. ont généré des 

astrocytes à partir d’iPSC issues d’un individu atteints de SLA, porteur de la mutation TARDBPM337V. 

Ils ont montré que les astrocytes mutants étaient plus vulnérables que les contrôles, mais ils n’ont 

pas observé d’effet toxique sur des neurones (Serio et al., 2013). Ces résultats sont différents de 

leur étude où des astrocytes de souris mutée SOD1G93A exerçaient un effet toxique sur des MNs 

dérivés de cellules souches embryonnaires (Di Giorgio et al., 2008), suggérant que les cellules 

environnantes porteuses de différentes mutations n’ont peut-être pas les mêmes effets sur les MNs. 
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- Les oligodendrocytes forment et maintiennent la gaine de myéline qui entoure les MNs. 

Ces cellules proviennent de la zone ventriculaire du cerveau et de la moelle épinière sous 

l’influence de SHH durant les étapes précoces du développement (Li et al., 2018). Les progéniteurs 

d’oligodendrocytes proviennent aussi de progéniteurs neuraux. De ce fait, leur différenciation à 

partir d’iPSC requiert la formation de cellules neuroépithéliales. Ils sont spécifiés par l’action de 

l’acide rétinoïque, FGFs et SHH. En outre, PDGF permet d’améliorer leur expansion (Li et al., 

2018). Cependant, leur maturation in vitro reste encore difficile.  

- Les cellules de Schwann remplissent le rôle des oligodendrocytes à la périphérie mais très 

peu de protocoles existent pour les différencier à partir d’iPSC (Kim et al., 2017; Ziegler et al., 

2011).  

A ce jour, il n’existe pas de publication décrivant des oligodendrocytes et des cellules de Schwann 

dérivés d’iPSC de patients SLA. De même, il n’existe aucune étude concernant des macrophages 

ou des cellules microgliales dérivées d’iPSC issues d’individus atteints de SLA. 

Figure 3 | Schéma représentant la différenciation des astrocytes, neurones, oligodendrocytes, 

cellules microgliales et macrophages à partir d’iPSC et exemples de molécules utilisées dans 

les protocoles. Les iPSC peuvent se différencier en progéniteurs neuraux qui ont la capacité de 

produire différents types cellulaires (astrocytes, neurones, oligodendrocytes) selon les morphogènes 

et/ou les facteurs de croissance qui les spécifient. Les cellules microgliales et les macrophages 

peuvent être différenciés à partir d’iPSC en passant par le stade de progéniteurs myéloïdes, bien que 

les cellules microgliales aient une origine développementale différente des macrophages (Adaptée 

de Li et al., 2018). Réalisée à partir d’images Servier Medical Art via la license CC 3.0. 
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Le tableau ci-dessous présente l’origine de chaque type cellulaire (astrocytes, oligodendrocytes, 

cellules microgliales ou macrophages), certains de leurs marqueurs et différents protocoles publiés 

pour les générer.  

Cellules Origines Marqueurs  Protocoles 

Astrocytes Ectoderme, 

Progéniteurs 

neuraux 

- GFAP 

-S100β 

-GLT1  

(Chandrasekaran et al., 2016; Emdad et al., 2012; 

Mormone et al., 2014; Roybon et al., 2013; Serio et 

al., 2013; Shaltouki et al., 2013; Zhou et al., 2016) 

Oligodendrocytes Ectoderme, 

Progéniteurs 

neuraux 

-NG2 

-MBP 

(Douvaras et al., 2014; Ehrlich et al., 2017; Hu et al., 

2009; Ogawa et al., 2011; Wang et al., 2013; 

Yamashita et al., 2017) 

Cellules de 

Schwann 

Ectoderme 
-S100 

-PMP22 
(Kim et al., 2017; Ziegler et al., 2011) 

Cellules 

microgliales 

Mésoderme 

 

Sac vitellin 

-IBA1 

-CD11b 

-CD45 

-P2RY12 

-CX3CR1 

(Abud et al., 2017; Douvaras et al., 2017; Haenseler 

et al., 2017; Muffat et al., 2016; Pandya et al., 2017) 

 

Macrophages Mésoderme 

 

Foie fétal 

-IBA1 

-CD11b 

-CD45 

(Gupta et al., 2016; Lachmann et al., 2015; Senju et 

al., 2009; Subramanian et al., 2009; van Wilgenburg 

et al., 2013; Yanagimachi et al., 2013) 

 

III. LA MORTALITE CELLULAIRE  

Dans nos travaux, il n’a pas été mis en évidence de mortalité cellulaire, ce qui est en accord avec 

la plupart des études iPSC/SLA. Quelques publications ont quand même montré une diminution de 

la survie des MNs dérivés de patients SLA. Bhinge et al. ont observé une augmentation de la mort 

cellulaire en utilisant le même protocole que dans notre étude. Cependant, nos résultats ont été 

obtenus à une densité plus élevée et surtout en présence de nombreux NTFs (Bhinge et al., 2017). 

En effet, nous avons choisi d’utiliser un milieu riche pour pousser la maturation des MNs et favoriser 

leur survie à long terme. De nombreux essais cliniques les ont par ailleurs utilisés (Bianchi et al., 

2017; Ekestern, 2004; Lamas et al., 2014).  

Afin d’étudier si différents facteurs externes pourraient influencer la survie des MNs, j’ai mis en 

place un protocole impliquant une plateforme de criblage (Cell-insight) qui permet de détecter et 

compter automatiquement le nombre de cellules mortes en fonction de la taille et de l’intensité du 

marquage nucléaire. Le suivi de la totalité de la population cellulaire, comme cela a été fait dans 

Tableau 1 | Tableau présentant l’origine embryonnaire des astrocytes, oligodendrocytes, 
cellules de Schwann, cellules microgliales et macrophages, les marqueurs typiques de chaque 

type cellulaire et les protocoles publiés pour les générer à partir d’iPSC. 
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l’étude de Bhinge et al., pourrait permettre de mettre en évidence une diminution de la survie en 

fonction de différents stress cellulaires appliqués aux MNs (Bhinge et al., 2017).   

Alors que le soma ne semblait pas affecté malgré les accumulations de NFs, je me suis aussi posée 

la question de savoir si cela était le cas pour les axones. Afin d’y répondre, j’ai mis au point une 

macro sur Fiji afin de quantifier la dégénérescence en présence et en absence de NTFs. Elle 

consistait à mesurer l’aire des fragments de β3-tubuline sur l’aire totale (Vaur et al., 2017). Les 

premiers résultats ont indiqué que les neurites des MNs SOD1 et TARDBP étaient plus fractionnés 

que les MNs contrôles (Fig. 4).  

 

 

IV. IMPLEMENTER LA CULTURE DES MOTONEURONES EN 

MICROFLUIDIQUE 

Il serait intéressant d’utiliser ces deux méthodes (Comptage nucléaire et Fragmentation axonale) 

pour quantifier la mortalité somatique et la dégénérescence axonale dans des circuits 

microfluidiques. En effet, le modèle de culture microfluidique permet aujourd’hui d’isoler plusieurs 

populations cellulaires et d’en orienter les connections (Peyrin et al., 2011) (Fig. 5A). Une puce 

microfluidique est constituée par deux compartiments séparés par des canaux coniques dont 

l’ouverture de gauche est plus grande que l’ouverture de droite. L’asymétrie des canaux permet la 

croissance des axones des neurones ensemencés dans la chambre de gauche vers la chambre 

de droite et empêche la croissance neuritique des cellules ensemencées dans la chambre de droite 

vers la chambre de gauche.  

Figure 4 | Dégénérescence des neurites. (A) MNs marqués avec un anticorps anti-β3tubuline 
exposés avec ou sans facteurs neurotrophiques (NTF) lors de la maturation. Echelle = 10µm. (B) 

Indice de fragmentation de la β3tubuline des MNs contrôles ou SLA. Index de fragmentation est 
calculé en mesurant  l’aire des fragments sur l’aire totale détectée par un seuil automatique (Fiji).   
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Lors d’études préliminaires, j’ai pu adapter le protocole de différenciation des cellules iPSC dans 

ce système ce qui m’a permis d’isoler les somas des axones moteurs (Fig. 5B-5D).  

 

Plusieurs publications ont observé que les MNs étaient vulnérables en situation de stress (Bilican 

et al., 2012; Egawa et al., 2012; Ichiyanagi et al., 2016; Lenzi et al., 2015; Selvaraj et al., 2018). En 

implémentant la culture de MNs dans des puces microfluidiques, il serait possible de poser la 

question du Dying-back ou du Dying-forward des MNs spinaux. En effet, les différentes pressions 

fluidiques au sein de ce système permettent d’isoler strictement les deux compartiments pour les 

traiter séparément (Deleglise et al., 2013, 2014, 2018), par exemple, avec du glutamate ou de 

Figure 5 | MNs dérivés d’iPSC en culture microfluidique. (A) Schéma représentatif d’un circuit 

microfluidique. Un circuit est formé de deux chambres séparées par des micro-canaux asymétriques. 
Chaque chambre est un conduit ayant deux réservoirs aux extrémités. Des cellules peuvent être 
ensemencées dans la chambre de gauche (bleu) ou de droite (orange) au niveau de ces réservoirs. Les 
cellules vont alors se répartir avec le flux dans toute la chambre (Construction des puces, collaboration 
avec le Dr Jacotot, Paris). (B) MNs ensemencés dans la chambre de gauche en contraste de phase. 
Echelle = 30µm. (C-D) Soma (C, chambre de gauche) et axones (D, chambre de droite), marqués avec 
du CellTracker™ (1/10 000, C34565, Life technology) (Haut) ou marqués avec des anticorps anti-
β3tubuline (Tuj1), anti-MAP2 et Hoescht (Ho) (Bas).  
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l’H2O2 pour mimer un stress excitotoxique ou oxydatif respectivement (Egawa et al., 2012; Selvaraj 

et al., 2018).  

 

Nous pourrions ainsi répondre aux questions suivantes : 

- Est-ce que l’ajout de glutamate sur les somas entraîne la dégénérescence des axones ?  

- Est-ce que l’ajout du glutamate sur les axones est excitotoxique ?  

- Est-il possible de restaurer les effets qui seront observés avec du Riluzole ?  

- Le Riluzole agit-il sur les somas, les axones ou les deux compartiments ? 

 

Cette technologie pourrait aussi permettre de répondre à plusieurs questions soulevées lors de ces 

travaux de thèse, telles que la dégénérescence axonale des MNs dérivés de SLA, la vulnérabilité 

des compartiments subcellulaires ainsi que la mise en place du réseau cortico-spinal et de la JNM. 

Ainsi, il serait possible de reproduire in vitro un réseau cortico-spinal unidirectionnel en 

ensemençant des neurones du cortex moteur dérivés d’iPSC à gauche et des MNs spinaux dans 

la chambre de droite. Ainsi, il serait possible d’étudier la vulnérabilité de ces deux types de 

neurones, leur synapses, avec ou sans stress.  

De plus, parce qu’il est maintenant possible de générer des cellules musculaires striées 

squelettiques à partir d’iPSC (Shoji et al., 2015) nous pourrions reconstituer le réseau neuro-

musculaire in vitro. En collaboration avec le Dr Carnac (Université de Montpellier) qui différencie 

des cellules musculaires à partir de myoblastes de biopsies musculaires humaines, et l’équipe du 

Dr Jacotot (IBPS, Paris) qui fabrique les puces microfluidiques, j’ai pu mettre au point la 

différenciation de MNs et de myoblastes en culture microfluidique dans le but de montrer la 

génération de JNM. La figure 6 montre que des axones de MNs ensemencés dans la chambre de 

gauche ont traversé vers la chambre de droite et sont au contact de cellules musculaires. Afin de 

Figure 6 | Réseau neuromusculaire modélisé dans un circuit microfluidique. (A-B) Cellules 

marquées avec du MitoTracker™ CMXRos (M7512, Invitrogen). Les MNs dérivés d’IPSC ont été 
ensemencés dans la chambre de gauche (A) et des axones ont traversé dans la chambre de droite 
(B) où des cellules musculaires dérivées d’iPSC avaient été ensemencées. (C) Axones et cellules 

musculaires marqués avec un anticorps anti-β3tubuline (Tuj1), anti-αBungarotoxine (se fixe sur les 
récepteurs l’acétylcholine), anti-Troponine (protéine musculaire) et Hoescht (Ho). Echelles = 20µm.  
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valider la présence de JNM, il faudrait réaliser un co-marquage pré- (Synaptophysine) et post-

synaptique (α-Bungarotoxine). Nous avons observé que les myotubes ne se disposaient pas en 

parallèle comme dans le muscle. Il faudrait donc optimiser ces cultures afin de forcer cette 

organisation pour améliorer la différenciation des cellules musculaires et donc, des JNMs. 

Enfin, ces cultures compartimentalisées pourraient permettre d’étudier les interactions des MNs 

avec différents types cellulaires, comme des macrophages et des cellules microgliales, pour 

modéliser l’environnement de ces derniers in vitro et essayer de comprendre le rôle de chacun 

dans la dégénérescence du MNs. 

  

V. AGREGATS PROTEIQUES ET ALTERATION DU SEGMENT INITIAL DE 

L’AXONE 

 

Nous avons montré la présence d’agrégats de la protéine SOD1 dans les MNs porteurs de 

mutations SOD1, des foci d’ARNs dans les MNs mutants C9ORF72 (Collaboration en cours) ainsi 

que de rares agrégats dans les MNs mutés au niveau du gène TARDBP. L’absence de 

délocalisation nucléaire de TDP-43 suggère un phénomène tardif dans la cascade de 

neurodégénérescence. 

En outre, nous avons observé des accumulations de Cystatine C et/ou de NFs dans les MNs des 

quatre patients atteints de SLA. De façon intéressante, des accumulations de pNFs étaient 

localisées au niveau du cône d’émergence de l’axone et de la partie proximale de l’AIS. 

L’AIS ayant un rôle clé au niveau de l’intégration des signaux et l’initiation des potentiels d’action 

ainsi qu’au niveau du maintien de l’intégrité axonale, nous nous sommes interrogés sur le lien entre 

les accumulations de NFs et une perturbation de l’AIS. Nos résultats montrent que l’intégrité de 

l’AIS est perturbée en présence des pNFs dans la région proximale. Mais est-il possible que l’AIS 

soit défectueux en l’absence d’accumulation ?  

Nous n’avons pas pu répondre à cette question au niveau cellulaire. D’autres analyses sont à 

présent nécessaires. Néanmoins les analyses moléculaires en RNAseq le suggèrent puisque 

même sans accumulation nous avons pu mettre en évidence des défauts au niveau de l’AIS et de 

ses différents composants dans les MNs TARDBP. 

Il faudrait ainsi étudier si le filtre moléculaire intracellulaire lié à la présence de l’AIS est maintenu 

dans les MNs dérivés d’iPSC de patients atteints de SLA. En effet, il a déjà été montré que ce rôle 

était perturbé dans d’autres contextes pathologiques (Buffington and Rasband, 2011; Huang and 

Rasband, 2018). Pour exemple, deux équipes ont montré des défauts de sélection au niveau du 

filtre créé par l’AIS. Sun et al. ont montré que NR2B (sous-unité du récepteur NMDA) était 
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anormalement localisée dans l’axone des cellules de l’hippocampe de souris Alzheimer (Sun et al., 

2014), tandis que Sohn et al. ont montré que la protéine tau axonale était anormalement localisée 

au niveau du compartiment somato-dendritique (Sohn et al., 2016).  

Afin de rechercher si le filtre moléculaire de l’AIS est perturbé dans les MNs SLA, nous pourrions 

micro-injecter des molécules de Dextran de divers poids moléculaires. De façon intéressante, nous 

avons mis en évidence par RNAseq, une dérégulation de la sous-unité NR2B dans les MNs dérivés 

de patients SLA (Article 1, Table 2). Comme Sun et al., nous pourrions donc analyser si la 

localisation de ce récepteur est perturbée dans les MNs dérivés de patients. Cette expérience serait 

d’autant plus intéressante couplée à la culture en microfluidique, puisque si une délocalisation du 

récepteur NR2B est mise en évidence, elle pourrait être mise en relation avec les résultats obtenus 

lors d’un traitement excitotoxique puisque le glutamate est un agoniste du récepteur NMDA.  

D’autre part, nous avons aussi observé une délocalisation de canaux Na+ voltage-dépendants 

(panNav). Il serait pertinent de suivre en en direct (live imaging) le regroupement de ces canaux à 

l’AIS ainsi que le transport de ces derniers. En collaboration avec le Dr Thétiot et le Dr Desmazières, 

nous avons commencé une expérience permettant de suivre la sous-unité β2 des canaux Na+ 

voltage-dépendants, dont l’expression est dérégulée dans les MNs dérivés de patients SLA (Article 

1, Table 3). Après transduction avec un vecteur lentiviral codant pour la sous-unité β2-Nav couplée 

à la protéine fluorescente mCherry sous le contrôle du promoteur synapsine, il a été possible de 

suivre le transport de ces sous-unités à l’AIS (Fig. 7). Néanmoins, il était difficile de localiser les 

parties proximales de l’axone. L’utilisation de cultures microfluidiques pourrait permettre de mieux 

analyser cette question. 

 

 

 

 

Figure 7 | MNs dérivés d’iPSC issues d’individus contrôles transduits avec un vecteur 
lentiviral codant pour la sous-unité β2 des canaux sodiques voltage-dépendants couplée à  la 
protéine fluorescente mCherry. A) Immunomarquage avec un anticorps dirigé contre pNFs et 

mCherry de cellules transfectées (droite) ou non (gauche) pour vérifier l’efficacité de la transduction. 
(Hoescht = Ho). B) Exemple d’acquisition en live imaging (à deux temps) d’un MNs transduit pour 
suivre le transport axonal des sous-unités. 
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Une hypothèse fort probable est que ces altérations au niveau de l’AIS pourraient conduire à une 

perturbation du transport axonal des organites. Des défauts du transport axonal ont été rapporté 

chez des souris SLA du stade pré-symptomatique (Gibbs et al., 2018). Il est clair que le transport 

est perturbé mais on ne sait pas la pathologie serait corrigée en restaurant uniquement le transport 

axonal (De Vos and Hafezparast, 2017). De façon intéressante, plusieurs gènes de transport 

associés à la SLA (comme KIF5A ou DCTN1) y sont directement liés, et dans notre étude, certains 

gènes codant pour des protéines motrices étaient dérégulés dans les MNs SLA par rapport aux 

MNs contrôles, dont des kinésines telles que KIF5A qui était surexprimée mais aussi des sous-

unités de dynéines cytoplasmiques.  

Seules deux publications ont étudié le transport axonal dans les MNs dérivés d’iPSC porteuses de 

mutations au niveau des gènes TARDBP et FUS (Alami et al., 2014; Guo et al., 2017a). Les travaux 

de Guo et al. (Collaboration) ont montré une dysfonction du transport mitochondrial dans les MNs 

mutés au niveau du gène FUS, restaurée par l’inhibition de HDAC6. Or, de façon intrigante, deux 

équipes ont montré que la perte d’HDAC6 perturbait l’AIS, notamment en modifiant la concentration 

des canaux sodiques et de l’AnkG, en altérant la distribution de kinésines le long de la cellule et en 

perturbant le déclenchement des potentiels d’action (Tapia et al., 2010; Tsushima et al., 2015) 

Dans ces travaux de Guo et al. utilisant le même protocole que nous, ces anomalies ont été 

observées à T1, temps auquel nous avons observé les accumulations/ agrégats protéiques dans 

les autres types de SLA (SOD1, C9ORF72, TARDBP) et la perturbation de l’AIS. De plus, dans 

nos analyses entre T0 et T1 l’expression de HDAC6 était diminuée faisant écho aux résultats de 

Tapia et al. ainsi que Tsushima et al. faisant le lien entre la diminution de HDAC6 et l’altération de 

l’AIS. 

Ainsi il sera intéressant de rechercher si les défauts de transport axonal observés peuvent être mis 

en relation avec un défaut de l’AIS dans les MNs FUS.  
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CHAPITRE 9  : CONCLUSION, QUAND LE DEVELOPPEMENT 

PERMET DE COMPRENDRE POUR SOIGNER LA 

DEGENERESCENCE 

 

En 2012, le prix Nobel de Médecine est remis au Dr John Gurdon et au Dr Shinya Yamanaka pour 

avoir découvert que des cellules somatiques humaines pouvaient devenir pluripotentes sous 

l’action de quelques facteurs de transcriptions. En effet, leur découverte a ouvert tout un champ de 

recherche révolutionnant la biologie et la médecine. Parce que ces cellules appelées iPSC peuvent 

se différencier en n’importe quelle cellule de l’organisme, leur potentiel est phénoménal. Ces 

cellules permettent d’avoir accès à une source illimitée de cellules humaines, de modéliser des 

maladies dont les cellules sont défectueuses, d’en étudier les mécanismes, mais aussi de tester 

des molécules thérapeutiques tout en ouvrant la porte de la médecine régénérative.  

Malgré les efforts de recherche translationnelle pour traiter la SLA, aucun traitement curatif n’est 

encore disponible. Cela pourrait s’expliquer par la difficulté de tester des molécules à potentiel 

thérapeutique. D’une part, parce qu’il n’est pas possible de réaliser des criblages de composés sur 

les modèles murins et que la plupart des essais effectués dans ces modèles sont réalisés au stade 

pré-symptomatique. D’autre part, parce que les criblages sur cellules sont rarement effectués sur 

des cellules humaines et encore moins sur des MNs humains. 

La génération d’iPSC à partir de cellules somatiques a donné l’accès à des cellules jusque-là 

difficiles à étudier (ex : neurones). Comme les cellules souches embryonnaires humaines, les 

iPSCs permettent en théorie de générer par différenciation n’importe quelle cellule de l’organisme. 

Mais à la différence des cellules embryonnaires, limitées par des questions éthiques et par la 

modélisation de maladies génétiques, les iPSC permettent d’étudier les types cellulaires impliqués 

dans un contexte pathologique puisqu’elles peuvent être issues directement de n’importe quel 

individu, sain ou malade, qu’une cause génétique soit ou non connue.  

Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par la dégénérescence et la mortalité d’un 

type de neurone particulier. Beaucoup de protocoles ont déjà été publiés pour générer ces 

neurones (Corti et al., 2015), mais aussi diverses cellules du SNC et de la périphérie (astrocytes, 

oligodendrocytes, cellules microgliales, neurones, macrophages)(Li et al., 2018). Cela permet non 

seulement d’étudier le neurone qui dégénère, mais aussi d’étudier son environnement 

étiopathologique.  

Toutefois, comme le souligne Corti et al., la plasticité des iPSC peut rendre difficile l’obtention d’une 

culture homogène de cellules différenciées et donc compliquer la compréhension des mécanismes 

pathologiques intrinsèques à chaque type et sous-type cellulaire (Corti et al., 2015). La grande 

quantité de protocoles existants pour générer des MNs illustre le besoin d’améliorer la pureté, la 

qualité, et le rendement des protocoles préalablement publiés (Sances et al., 2016). De ce fait, la 

majorité des travaux publiés à ce jour concernant des MNs SLA ont utilisé des protocoles différents, 
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ce qui rend de manière quasi impossible la comparaison des phénotypes observés entre chaque 

publication. De surcroît, peu d’entre elles comparent des MNs issus de patients ayant des formes 

distinctes de SLA. En conséquence, la mise en évidence de potentielles divergences 

mécanistiques impliquées dans la dégénérescence des MNs entre chaque patient est difficile.  

Aujourd’hui, nous pouvons dire que ce travail de thèse a permis de répondre aux besoins et à la 

problématique soulevés, entre autres, par Corti et al..  

- En appliquant un protocole de différenciation (Maury et al., 2015) stricte basé sur une 

utilisation et un choix rigoureux des clones d’iPSC à chaque différenciation et rythmé par des 

changements de milieux à des horaires bien définis, nous avons pu obtenir des populations 

homogènes de MNs dépourvues de cellules gliales de manière reproductible.  

- En analysant au niveau immunocytochimique et transcriptomique les cultures obtenues, 

nous avons pu caractériser pour la première fois les cultures de MNs différenciées au sein de 

laquelle ont été comparés les MNs SLA et les MNs contrôles. Nous avons pu confirmer quetous 

les neurones générés étaient cholinergiques et que le type de MNs obtenu était typique des MNs 

spinaux de la LMC, MNs qui dégénèrent dans la SLA. 

- En comparant les MNs issus de différents patients dans un même contexte expérimental, 

nous avons pu mettre en exergue des mécanismes physiopathologiques divergents et communs 

entre chaque MN issu de patients ayant une forme distincte de SLA. 

 

S’il est vrai que l’ajout de nouveaux patients et de contrôles isogéniques à l’étude permettrait 

d’améliorer nos résultats, nous avons mis en place un protocole expérimental permettant de 

comparer efficacement différentes formes de SLA, afin de mettre en évidence des divergences ou 

des similitudes. 

La découverte de mécanismes divergents entre des formes variées de SLA, et/ou l’étude des MNs 

dans des plateformes de criblage pourraient permettre de « hiérarchiser » les patients en fonction 

de la probabilité de répondre à un traitement pour diminuer le risque d’échec des essais cliniques.  

En effet, comme décrit dans l’introduction, la plupart des essais cliniques ciblent un seul mécanisme 

pathologique sur une population hétérogène de patients. La mise en place de la différenciation et 

l’analyse des MNs dans une plateforme de criblage (Cell-Insight) nous a permis (NVs) et nous 

permettra de tester de nouvelles molécules à potentiel thérapeutique de façon patient-spécifique 

puisque l’avantage des iPSC est de permettre l’étude au cas par cas. De cette façon, il sera 

possible de voir si certains MNs issus de patients répondent mieux à tel ou tel traitement (« essai 

clinique in vitro »), comme Fujimori et al. ont pu le montrer très récemment (Fujimori et al., 2018). 

Les iPSC peuvent aussi permettre d’accélérer la mise en place d’essais thérapeutiques comme le 

démontre les travaux de l’équipe du Dr Woolf et du Dr Wainger avec la Rétigabine (Wainger, 2015; 

Wainger et al., 2014). Pour rappel, son équipe avait montré un mécanisme commun à 3 formes de 

SLA : l’hyperexcitabilité des MNs qui était réduite en présence de rétigabine. D’autre part, la 

découverte de mécanismes communs et précoces entre des formes distinctes de SLA pourrait 
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aussi permettre de proposer de nouveaux biomarqueurs (comme CHL1 et CSTF), qui combinés à 

d’autres marqueurs pourraient être de nouveaux outils diagnostics et /ou pronostics.  

 

Enfin, la différenciation des MNs dans des puces microfluidiques pourra permettre de mimer 

l’environnement cellulaire des MNs tel que la modélisation de la jonction musculaire ou du réseau 

cortico-spinal. 

Pris dans leur ensemble, la méthodologie et les outils choisis et mis en place lors de cette thèse 

pourront permettre de mieux appréhender la SLA afin d’ouvrir la voie à une médecine plus 

personnalisée (Fig. 8) (Van Es et al., 2017).  

 

 

 

 

 

Figure 8 | Vers une médecine de 
précision. 
 

La majorité des individus atteints 
de SLA sont inclus dans les essais 
cliniques sans pouvoir prendre en 
considération l’évolution, le site 
d’initiation, ou d’autres 
composantes cliniques (ex : DFT). 
De plus, la grande majorité des 
essais cliniques ne ciblent qu’un 
seul patho-mécanisme (cf. 
Chapitre 5). 
 
Or, les données suggérant que la 
SLA est plus un syndrome qu’une 
maladie, il serait pertinent de 
traiter les sous-populations de 
patients différemment en prenant 
compte des différences cliniques 
(A) mais aussi en prenant compte 
d’autres paramètres (B) tels que la 

génétique, les biomarqueurs ou 
les mécanismes impliqués dans la 
dégénérescence de « leurs » MNs 
qui pourraient permettre 
d’identifier des populations plus 
homogènes et des thérapies plus 
adaptées. 
La diversité des mécanismes 
impliqués dans la pathogénicité de 
la SLA suggère qu’un traitement à 
base d’un cocktail de composés 
ciblant divers mécanismes serait 
plus satisfaisant, pour des patients 
qui à l’heure actuelle ne peuvent 
être traités qu’une fois la maladie 
est déjà déclarée. 
(Inspirée de Van Es et al., 2017) 
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(Coget, 2009; Davis-Dusenbery et al., 2014) 
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Défauts intrinsèques de motoneurones spinaux dérivés de cellules souches pluripotentes 

induites issues d’individus atteints de différentes formes de Sclérose Latérale 

Amyotrophique 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative caractérisée par la 

mort des motoneurones (MNs). Malgré plusieurs hypothèses pouvant expliquer les mécanismes à 

l’origine de leur mort sélective, l’hétérogénéité de la SLA rend difficile la compréhension des 

causes exactes de la dégénérescence. Dans ce contexte, les cellules souches pluripotentes induites 

humaines (iPSC) permettent l’étude des formes familiales de la maladie comme des formes 

sporadiques. Contrairement à la majorité des travaux publiés à ce jour qui étudient des iPSC de 

patients porteurs de mutation dans un seul gène de SLA, mon projet a eu pour objectif de comparer 

plusieurs formes de SLA dans un même contexte expérimental. 

A partir d’iPSC issues de patients présentant différentes formes génétiques de SLA (C9ORF72, 

SOD1, TARDBP), nous avons obtenu des cultures pures de MNs humains. Alors que nous n’avons 

pas observé de mort des MNs mutants après plusieurs semaines, des études fonctionnelles 

d’électrophysiologie ont montré une altération tardive de l’excitabilité des MNs en fonction des 

patients. De façon plus précoce, nous avons observé la présence d’agrégats protéiques communs ou 

spécifiques aux différentes formes de SLA, avec certaines accumulations localisées au niveau du 

segment proximal de l’axone, une région importante pour la maintenance de l’identité axonale et le 

déclenchement des potentiels d’action. Des altérations physiques et/ou moléculaires ont été mises 

en évidence au niveau de ce segment dans les MNs mutants, suggérant qu’une perturbation du 

segment proximal de l’axone pourrait être un évènement très précoce altérant ainsi l’intégrité et la 

fonctionnalité des MNs de patients. 

 

 

 

Comparison of motor neuron intrinsic defects                                                                                     

in patients with various forms of Amyotrophic Lateral Sclerosis. 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disorder characterized by motor 

neurons death (MNs). Despite several hypothesis trying to explain this selective loss, the exact 

reasons of MNs degeneration remain unidentified mainly due to the disease heterogeneity. In this 

respect, the use of human induced pluripotent stem cells (iPSC) are opening up opportunities to 

model not only familial but also sporadic forms of ALS. In comparison to previously published 

studies, which focus only on one type of ALS mutation, my thesis had the objective to compare in 

a same experimental context multiple forms of ALS in order to distinguish similarities and 

discrepancies inherited by the mutation.  

Using iPSC obtained from genetic forms of ALS patients (C9ORF72, SOD1, TARDBP) as well as 

control subjects, we generated pure cultures of human MNs. While ALS MNs were not sensitive to 

death after few weeks of culture, electrophysiological functional studies revealed a patient-

dependent late alteration in MNs excitability. Early defects were also reported, with observations 

of generic and mutation-specific protein aggregates. Interestingly, some accumulations were 

localized at the axonal initial segment (AIS) region, which is important for maintaining axonal 

identity and crucial for action potentials’ initiation. Physical and/or molecular alterations were 

reported at the AIS in ALS MNs, suggesting that AIS perturbation could be an early event in MN 

degeneration by disruption of ALS patients’ MNs integrity and functionality. 


