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AVANT-PROPOS 

 

 

Ce travail de thèse est l’aboutissement de trois années passionnantes dédiées à la recherche en 

neurosciences sur la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), s’inscrivant dans un cursus médical et 

scientifique initié en 2011 au CHU d’Angers. Dès le début de mon internat au sein du service de 

Neurologie du Pr Christophe Verny, mon intérêt s’est porté vers les maladies neuromusculaires, 

sujet de ma thèse de médecine dirigée par le Dr Julien Cassereau. J’ai dans ce cadre été formé au 

diagnostic et à la prise en charge des neuropathies périphériques, des myopathies et de la SLA dans 

le centre de référence des maladies neuromusculaires et le centre SLA du CHU d’Angers, second 

centre SLA créé en France en 1991 par le Pr Jean Émile. 

 

La réalisation d’une année de Master 2 en 2014 (Université Pierre et Marie Curie, Sorbonne 

Université, Paris) a permis mon initiation aux neurosciences et à la méthode scientifique. J’ai dans 

ce cadre effectué un travail de recherche au sein de l’équipe Mitolab (Dr Guy Lenaers) de l’UMR 

CNRS 6015 INSERM 1083 (Dr Daniel Henrion) à Angers, structure dédiée à l’étude des anomalies du 

métabolisme énergétique et de la dynamique mitochondriale dans les maladies 

neurodégénératives. Encadré par le Dr Arnaud Chevrollier, j’ai été formé aux techniques de culture 

cellulaire et de microscopie live et en immunofluorescence en réalisant un travail de modélisation 

du réseau mitochondrial de fibroblastes de patients atteints de maladie de Charcot-Marie-Tooth 2A. 

La fin de mon internat a été consacrée à l’apprentissage des techniques de préparation et de lecture 

de prélèvements nerveux, musculaires et cérébraux au sein du service de neuropathologie et 

neurobiologie du CHU d’Angers, dirigé par le Dr Franck Letournel. L’activité de ce service fondé en 

1986 par le Pr Frédéric Dubas est consacrée au diagnostic biologique et histologique des maladies 

neuromusculaires et neurodégénératives. La recherche y occupe également une place importante, 

la biocollection du service comptant plus de 500 cerveaux et moelles épinières de patients 

provenant de Maine-et-Loire, Loire-Atlantique, Mayenne, Sarthe et Indre-et-Loire, dont 50 patients 

atteints de SLA. 



  

 

(1) Centre Hospitalo-Universitaire d’Angers. Le service de Neurologie dirigé par le Pr Christophe Verny, comprend 

- entre autres unités - un centre de référence des maladies neuromusculaires et un centre SLA (Dr Julien 

Cassereau). (2) Exemple d’analyse de tissu cérébral après coloration effectuée au sein du service de neurobiologie 

et neuropathologie clinique dirigé par le Dr Franck Letournel. (3) L’étude en vidéo-microscopie de l’architecture 

et de la dynamique mitochondriale du réseau mitochondrial après marquage des mitochondries (en vert) et du 

noyau (en bleu) est l’une des techniques utilisées au sein de l’UMR CNRS 6015 INSERM 1083 (4). 

 

Ma thèse d’université sur la SLA a débuté en 2016. Ce travail a été dirigé par le Dr Arnaud Chevrollier 

et co-encadré par le Dr Julien Cassereau. Ma première année (2016-2017), financée par l’université 

d’Angers (Médaille d’Or) et le CHU d’Angers (Appel d’Offre interne), a été consacrée à l’analyse de 

l’ultrastructure et du métabolisme de fibroblastes de patients atteints de SLA sporadique. Ce travail 

m’a permis de conforter mes connaissances en biologie cellulaire et en physique optique, et de 

contribuer à la mise en place des techniques de microscopie super-résolution STORM au sein du 

laboratoire. Ce projet a également permis de réunir plusieurs chercheurs de notre laboratoire, 

cliniciens et biologistes, autour d’une thématique commune, la Sclérose Latérale Amyotrophique, 

et d’établir des partenariats nationaux et internationaux avec des équipes de recherche travaillant 

sur la maladie. 
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Ma seconde année de thèse (2017-2018) financée par un poste d’Accueil Inserm, a été pour moi 

l’occasion d’effectuer une mobilité internationale au sein d’une équipe de recherche prestigieuse 

travaillant sur différentes stratégies thérapeutiques pour le traitement de la SLA. Grâce à l’aimable 

invitation du Pr Jean-Pierre Julien (Institut CERVO, Qc, Canada) j’ai eu la chance de contribuer à la 

mise au point d’une nouvelle approche thérapeutique basée sur l’administration d’une 

immunothérapie ciblant la protéine TDP-43. Durant cette année j’ai pu m’initier à l’expérimentation 

animale, tout en confortant mes compétences en préparation et analyse de tissu cérébral et 

médullaire en immunofluorescence. Cette mobilité au Québec a également été l’occasion de vivre 

une année riche en expériences, découvertes et rencontres. 

 

 

(1) Centre de Recherche CERVO, Québec, Canada. L’axe Neurosciences Intégratives et Thérapies 

Expérimentales est dirigé par le Pr Jean-Pierre Julien. (2) L’étude de la protéine TDP-43 (en rouge) au sein des 

motoneurones spinaux par immunofluorescence est l’une des techniques utilisées pour évaluer l’efficacité des 

nouvelles approches thérapeutiques testées sur modèles animaux transgéniques. 

 

De retour en France au sein de l’équipe Mitolab - UMR CNRS 6015 – INSERM 1083 pour ma troisième 

année de thèse (2018-2019) également financée par un poste d’accueil Inserm, j’ai pu initier un 

travail de recherche portant sur la mise au point d’une technique d’imagerie super-résolutive par 

microscopie STORM sur tissu cérébral et médullaire, dans le but d’améliorer la caractérisation des 

lésions histologiques présentées par les patients atteints de SLA. Ce projet à l’interface entre la 

neurologie, la neuropathologie et l’imagerie cellulaire, est le résultat de la mise en commun des 

connaissances acquises tout au long de mon cursus. Ce travail a permis de créer un partenariat avec 

l’équipe du Pr Charles Duyckaerts (Institut du Cerveau et de la Moelle épinière, INSERM U1127, 

CNRS UMR7225, Université Pierre et Marie Curie, Sorbonne Universités, Paris, France), et de 

conforter les collaborations nationales et internationales existantes. 
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Ce manuscrit s’ouvre sur une introduction générale, suivie de trois chapitres correspondant aux trois 

projets menés aux cours de cette thèse. Chaque partie fait l’objet d’une introduction spécifique, 

puis les objectifs du travail et le contexte de sa réalisation sont présentés succinctement. Les 

principaux résultats sont ensuite discutés et des perspectives de recherche sont proposées. 

L’ensemble de ce travail fait enfin l’objet d’une conclusion générale. 
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INTRODUCTION  

 

 

1. LA SCLEROSE LATERALE AMYOTROPHIQUE 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), ou maladie de Charcot, est une pathologie 

neurodégénérative affectant les motoneurones du cortex moteur, des noyaux du tronc cérébral, et 

de la corne antérieure de la moelle épinière (Kiernan et al., 2011). La maladie touche entre 5 et 10 

personnes pour 100 000 dans le monde, près de 7 000 patients en sont atteints en France (Chió et 

al., 2013 ; Marin et al. 2014). Dans 90% des cas, la SLA est dite sporadique (sSLA), sans cause 

étiologique connue. Toutefois, certains gènes de susceptibilité (plus de 120 identifiés à ce jour) tels 

que SMN (survie des motoneurones) VEGF (vascular endothelial growth factor), ANG (angiogénine), 

APOE (Apolipoproteine E) ou encore NFH (neurofilament heavy chain) pourraient augmenter le 

risque de survenue de SLA (Corcia et al., 2014 ; Wang MD et al., 2017). De même, certains facteurs 

environnementaux tels qu’un traumatisme du système nerveux central (SNC), une activité physique 

soutenue, un tabagisme actif, un déficit en vitamine D, ou encore une exposition aux métaux lourds, 

pesticides ou solvants, pourraient favoriser le développement de la maladie (Camu et al., 2014 ; 

Wang et al., 2017). La survenue de la SLA sporadique serait ainsi conditionnée par l’association d’une 

susceptibilité polygénique et l’exposition à différents facteurs de risque environnementaux. Dans 

10% des cas, la SLA est héréditaire (fSLA), conséquence de la transmission de mutations pathogènes 

portant sur des gènes connus depuis de nombreuses années (SOD1) ou de découverte plus récente 

(C9orf72, TARDBP, FUS). 

La SLA débute en moyenne à l’âge de 60 ans. Les patients atteints de la maladie présentent un déficit 

moteur diffus d’aggravation progressive, associé à des troubles de la phonation et de la déglutition. 

Le diagnostic de la SLA est avant tout clinique et électrophysiologique, reposant sur l’existence d’une 

atteinte motoneuronale dans différents territoires spinaux, bulbaires et corticaux (EFNS Task Force, 

2012). La médiane de survie des patients est de 20 à 36 mois après le début des symptômes (Chiò 

et al., 2009). Il existe une grande variabilité phénotypique chez les patients, qui porte sur plusieurs 

aspects cliniques. La localisation centrale ou périphérique de l’atteinte peut tout d’abord varier, 

avec un spectre allant d’une atteinte exclusivement centrale appelée sclérose latérale primitive 

(SLP), aux formes périphériques pures appelées atrophies musculaires progressives (AMP). De 

même la topographie du déficit moteur peut différer d’un patient à l’autre, les symptômes pouvant 
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prédominer au niveau des membres (formes spinales) ou à l’étage oro-pharyngé (formes bulbaires), 

avec toutefois une épargne oculomotrice et sphinctérienne constante. Des signes cliniques non 

moteurs peuvent également être présents, tels que des troubles cognitifs (près de 50% des 

patients), une dysautonomie, un syndrome extrapyramidal, des symptômes douloureux ou encore 

des troubles de l’équilibre (Phukan et al., 2011 ; Swinnen et Robberecht, 2014). Plus généralement, 

30 à 60% des patients peuvent présenter un syndrome hypermétabolique, défini par une 

augmentation des dépenses énergétiques de repos, à l’origine d’un déclin accéléré des fonctions 

motrices et de la survie (Jésus et al., 2018 ; Steyn et al., 2018). Enfin la durée d’évolution de la 

maladie est très variable d’un patient à l’autre, pouvant aller de quelques mois à plusieurs dizaines 

d’années (Swinnen et Robberecht, 2014). 

Le seul traitement médicamenteux disponible à ce jour en France pour ralentir l’évolution de la 

maladie est le Riluzole, décrit pour diminuer de 38,6 % le taux de décès des patients à 1 an et 

allonger de la durée de vie sans trachéotomie (Bensimon et al., 1994 ; Lacomblez et al., 1996). La 

prise en charge repose par ailleurs en grande partie sur la mise en place de traitements 

symptomatiques et fonctionnels (antalgie, kinésithérapie, ergothérapie, orthophonie, ventilation 

non invasive), permettant une amélioration de la survie et de la qualité de vie des patients 

(Radunović et al., 2007). La création de centres de référence à partir de 1990 a permis d’harmoniser 

le diagnostic et la prise en charge des patients en France. 

 

2. NEUROPATHOLOGIE ET PISTES ETIOPATHOGENIQUES 

Les mécanismes physiopathologiques à l’origine de la neurodégénérescence motoneuronale 

observée dans la SLA restent encore incertains malgré les avancées considérables opérées dans le 

champ de la recherche en neuroscience ces vingt dernières années. Les premières hypothèses ont 

émergé à partir de l’observation des lésions présentes au sein du système nerveux central des 

patients décédés de la maladie (Gray et al., 2013).  

 

2.1. Observations Générales 

L’examen macroscopique de l’encéphale et de la moelle prélevés post mortem chez les patients 

atteints de SLA met en évidence une atrophie des circonvolutions précentrales, un effacement des 

pyramides bulbaires, ainsi qu’une diminution du calibre de la moelle épinière (Figure 1a). Ces 
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observations sont associées à une atrophie des nerfs crâniens moteurs et des racines spinales 

ventrales, plus prononcée aux étages correspondant aux signes cliniques.  

L’étude microscopique des coupes histologiques du cortex de l’aire précentrale retrouve une 

raréfaction des neurones pyramidaux de la couche V (cellules de Betz). Aux niveaux bulbaire et 

médullaire, une dégénérescence du faisceau cortico-spinal peut être présente, traduisant l’atteinte 

des motoneurones corticaux (Figure 1b). A ces étages, une raréfaction des motoneurones 

périphériques peut également être observée, au niveau de la corne antérieure de la moelle et des 

noyaux moteurs du tronc cérébral. Les neurones restants apparaissent basophiles et atrophiques, 

témoignant d’une souffrance cellulaire pré-apoptotique, ou hypertrophiques et ballonnés avec en 

leur sein des inclusions hyalines éosinophiles appelées corps de Bunina (denses) ou inclusions Skein-

like (plus diffuses et réticulées) (Figure 1c). Ces lésions de neurodégénérescence sont accompagnées 

d’une activation astrocytaire et microgliale réactionnelle (Figure 1d,e). Il n’existe pas au niveau du 

tissu musculaire des patients de signe pathologique spécifique de la SLA : un regroupement de fibres 

anguleuses et de petite taille peut être observé, témoin de la dégénérescence des neurones 

périphériques. 

La répartition topographique de la perte motoneuronale est relativement bien corrélée aux 

manifestations cliniques présentées par les patients (Gray et al., 2013). Ainsi, l’atteinte sera plus 

prononcée au niveau du tronc cérébral et de la moelle épinière chez les patients atteints de formes 

bulbaires et spinales, et plus marquée au niveau du cortex moteur chez les patients présentant 

majoritairement des symptômes pyramidaux. De même, les noyaux oculomoteurs du tronc cérébral 

et le noyau sacré d’Onufrowicz sont généralement préservés, reflet de l’absence d’atteinte 

oculomotrice et sphinctérienne observée dans la maladie. Enfin, chez les patients présentant des 

symptômes non-moteurs associés, des lésions de neurodégénérescence similaires peuvent être 

retrouvées au niveau du néocortex des régions préfrontales, des tracti cérébelleux, du 

mésencéphale ou encore des noyaux végétatifs.  

Si l’ensemble de ces signes anatomopathologiques traduit l’existence d’une atteinte 

neurodégénérative affectant préférentiellement les neurones moteurs encéphaliques et 

médullaires, ils ne permettent toutefois pas de préjuger des mécanismes à l’origine de la perte 

neuronale. 
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Figure 1. Marqueurs histopathologiques de la Sclérose Latérale Amyotrophique. (a) Étude macroscopique d’une 

moelle cervicale de patient atteint de SLA, révélant une diminution du calibre de la moelle associée à une atrophie 

des racines antérieures. (b) L’examen microscopique de la moelle épinière retrouve à faible grossissement une 

dégénérescence des tracti pyramidaux latéraux (astérisques), ainsi qu’une perte motoneuronale au niveau de la 

corne antérieure (pointe de flèche). (c) Les motoneurones restants étudiés en coloration Hématéine-Éosine 

apparaissent hypertrophiques, avec au sein de leur cytoplasme des inclusions hyalines éosinophiles (pointe de 

flèche). (d,e) La perte motoneuronale est accompagnée d’une astrocytose (d) et d’une microgliose (e), révélées 

par immunohistochimies dirigées contre les protéines GFAP et Iba1. (f) Les motoneurones corticaux et médullaires 

présentent au sein de leur cytoplasme des inclusions marquées positivement en immunohistochimie dirigée 

contre l’ubiquitine, traduisant la présence d’agrégats protéiques. (g) L’étude des neurofilaments permet d’en 

observer l’accumulation au sein des corps cellulaires des neurones (pointes de flèche), mais également au sein de 

segments axonaux ballonnés appelés sphéroïdes (flèche) traduisant une perturbation du transport axonal. (h) 

Analyse au microscopie électronique à transmission (MET) d’un motoneurone révélant une fragmentation du 

réseau mitochondrial. (i) Immunohistochimie dirigée contre la 3-nitrotyrosine, marqueur du stress oxydant, 

mettant en évidence une élévation de ce dernier au sein des motoneurones médullaires. (j) Étude de la matrice 

extra-cellulaire d’une section de moelle épinière de patient atteint de SLA en microscopie électronique à 

transmission : les fibres de collagène sont orientées de façon anarchique et forment des agrégats hétérogènes. 

(Sources Images : Beal et al., 1997 ; Ono et al., 1998 ; Sasaki et al., 2007 ; Ellison et al., 2012 ; Codron et al., 2016). 

* *
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2.2. Observations spécifiques : émergence des premières pistes 

Les avancées opérées ces 20 dernières années dans le champ de l’imagerie cellulaire ont permis de 

progresser dans notre compréhension des mécanismes étiopathogéniques impliqués dans la SLA, 

grâce à la caractérisation de lésions spécifiques de la maladie. 

 

2.2.1. Maintenance protéique 

La dégradation des protéines altérées, mal repliées ou agrégées est une fonction essentielle pour 

les cellules non proliférantes telles que les neurones. Des agrégats de protéines ubiquitinylées 

peuvent être observés au sein du cytoplasme des neurones de patients atteints de 

certaines pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et la maladie de 

Parkinson, traduisant un dépassement des mécanismes de maintenance protéique neuronale dans 

ces maladies. L’aspect ballonné des motoneurones des patients atteints de SLA et la présence 

d’inclusions hyalines cytoplasmiques ont conduit à suspecter l’existence de mécanismes similaires 

dans la maladie. 

En condition physiologique, les protéines ou agrégats protéiques à dégrader au sein d’une cellule 

son marqués par un signal de reconnaissance constitué par l’adjonction de plusieurs molécules 

d’ubiquitines par les enzymes E1, E2, E3. Les protéines marquées par une chaîne d’au moins quatre 

molécules d’ubiquitine sont dirigées vers l’une des deux principales voies de dégradation en 

fonction de leur nature et de leur taille (Komatsu et al.,2007 ; Tanaka et al., 2014).  

Les peptides et protéines de taille intermédiaire sont conduits au protéasome, complexe 

enzymatique cytosolique dont la fonction principale est la dégradation des protéines mal repliées, 

dénaturées ou en fin de vie. Ce complexe possède en son centre une cavité cernée par quatre 

anneaux, formant un espace clos pour la dégradation des protéines par ses protéases (Figure 2a). 

Les structures plus volumineuses telles que les polypeptides, agrégats protéiques, macromolécules 

ou organites, sont quant à elles éliminées par autophagie guidée par les récepteurs LC3 et P62, 

Optineurine et TBK1. Ce processus est initié par la constitution d’une vacuole appelée 

autophagosome par une double membrane phospholipidique (phagophore), qui capte les 

constituants du cytoplasme à dégrader. L’autophagosome fusionne ensuite avec un lysosome, 

vésicule dédiée aux mécanismes de dégradation riche en hydrolases actives à pH acide (lipases, 

protéases, nucléases) (Figure2b). 
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Figure 2. Principales voies de dégradation protéique au sein d’une cellule en condition physiologique. (a) Les 

protéines de taille intermédiaire sont marquées par ubiquitination (Ub) et dirigées vers le protéasome, complexe 

polypeptidique dédié à l’élimination des protéines anormales ou en fin de vie. (b) Les macromolécules, agrégats 

protéiques et fragments d’organites plus volumineux sont quant à eux captés lors de la constitution 

d’autophagosomes pour permettre leur dégradation après fusion avec un lysosome. (P. Codron) 

 

Le marquage des inclusions hyalines présentes au sein des motoneurones des patients atteints de 

SLA par immunohistochimie dirigée contre l’ubiquitine a fait émerger l’hypothèse d’un 

dépassement des voies de l’homéostasie protéique dans la maladie, à l’origine de l’accumulation 

d’agrégats cytotoxiques (Figure 1f) (Neumann et al., 2006). Un travail complémentaire de review 

sur l’homéostasie protéique et le rôle de la protéine ubiquiline 2 dans la SLA est reporté en Annexe 

(Travail Complémentaire n°1, Renaud et al., 2019) 

 

2.2.2. Anomalies du Cytosquelette 

Le cytosquelette des neurones est composé de trois principales structures, classées selon leur 

diamètre : les microtubules (15 nm), les filaments intermédiaires (10 nm) et les microfilaments 

d’actine (6 nm). Les filaments intermédiaires (FI) sont les éléments du cytosquelette les plus 

abondants au sein des neurones matures. Ils sont composés de différentes sous-unités protéiques 

codées par des gènes distincts : ɑ‐internexine, peripherine, neurofilament light chain (NFL), 

neurofilament medium chain (NFM), et neurofilament heavy chain (NFH). La composition des FIs 

(sous unités) et leurs modifications post traductionnelles varient selon le type de neurone, leur 

localisation (centrale ou périphérique) et leur maturité. Ces deux éléments déterminent leurs 

propriétés structurelles et métaboliques (interactions protéiques) au sein de la cellule. Les FIs 

contribuent à l’organisation de l’architecture cellulaire, à la croissance radiale des axones et au trafic 

intracellulaire et axonal.  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   8     

Les analyses en immunohistochimie portant sur les filaments intermédiaires des motoneurones de 

patients atteints de SLA ont révélé l’existence d’une désorganisation et d’une accumulation de ces 

derniers au sein du corps cellulaire des neurones (Munoz et al., 1988 ; Troost et al., 1992). Ces 

anomalies étaient également présentes au niveau de segments axonaux appelées sphéroïdes, 

traduisant une altération du trafic intracellulaire et axonal (Figure 1g). S’il est difficile de déterminer 

si les altérations de l’architecture du cytosquelette et du transport axonal sont une cause ou une 

conséquence du stress motoneuronal observés dans la SLA, ces anomalies participent 

indiscutablement aux processus de neurodégénérescence à l’origine de la maladie. Un travail 

complémentaire de review portant sur l’implication des neurofilaments dans la physiopathologie de 

la SLA est disponible en Annexe (Travail Complémentaire n°2, Codron et al., 2016). 

 

2.2.3. Métabolisme énergétique mitochondrial 

Les mitochondries sont des organites intracellulaires tubulaires constitués d’une membrane externe 

et d’une membrane interne, délimitant deux compartiments, l’espace inter-membranaire et la 

matrice mitochondriale. Elles possèdent leur propre génome, l’ADN mitochondrial (ADNmt), codant 

pour des sous unités de protéines mitochondriales, des acides ribonucléiques ribosomiques et des 

acides ribonucléiques de transfert. Toutefois les protéines mitochondriales sont en grande majorité 

codées par le génome nucléaire puis acheminées vers les mitochondries. 

La principale fonction des mitochondries est la production d’énergie sous forme d’adénosine 

triphosphate (ATP). Le catabolisme des nutriments (glucides, acides aminés et acides gras) et le cycle 

de Krebs fournissent les substrats nécessaires au fonctionnement des quatre complexes protéiques 

de la chaîne respiratoire au niveau de la membrane interne pour permettre la synthèse d’ATP par 

l’ATP synthase (Figure 3a). 

Au sein des cellules, les mitochondries sont organisées en réseau dynamique, dont la morphologie 

et la distribution varient selon le type cellulaire et les conditions métaboliques (Griparic et Van der 

Bliek, 2001). L’architecture du réseau repose sur l’équilibre entre deux processus fonctionnels : la 

fusion mitochondriale qui favorise les échanges nucléiques et protéiques entre les mitochondries, 

et la fission mitochondriale qui permet l’élimination de fragments mitochondriaux non fonctionnels, 

le plus souvent par autophagie, alors appelée mitophagie (Karbowski et Youle, 2003) (Figure 3b-d). 

Les mitochondries sont par ailleurs en mouvement constant au sein d’une cellule, se déplaçant le 

long des microtubules via les protéines de la famille des kinésines et des dynéines. Ce transport 
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permet de répartir le réseau mitochondrial de façon homogène afin de répondre aux demandes 

énergétiques de la cellule. Ce processus est capital pour les neurones compte tenu de leurs 

nombreux prolongements : les mitochondries sont transportées le long des microtubules de façon 

antérograde du corps cellulaire vers les synapses afin d’apporter l’énergie dans les parties les plus 

distales de l’axone, puis retournent vers le soma par transport rétrograde pour être régénérées ou 

dégradées (Miller et Sheetz, 2004).  

Plus généralement, il existe une relation directe et bidirectionnelle entre la structure du réseau 

mitochondrial et la fonction énergétique (Koopman et al., 2005 ; Pich et al., 2005 ; Benard et al., 

2007). Ainsi, l’architecture du réseau mitochondrial d’une cellule est un indicateur de son état 

métabolique, la survenue d’un stress mitochondrial primitif ou secondaire conduisant à la 

fragmentation du réseau et à l’induction des voies de l’apoptose. 

Les motoneurones, ayant une demande énergétique élevée et de nombreux prolongements, sont 

particulièrement sensibles aux perturbations du métabolisme et de la dynamique mitochondriale. 

Des altérations fonctionnelles mitochondriales ont été mises en évidence au sein des neurones 

moteurs périphériques de la moelle épinière des patients atteints de SLA, avec en particulier une 

diminution d’activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale 

(Borthwick et al., 1999 ; Wiedemann et al., 2002). Ces anomalies sont associées à une fragmentation 

du réseau mitochondrial des motoneurones de la corne antérieure des patients, observable en 

microscopie électronique à transmission (MET), probable conséquence d’un stress cellulaire ou 

mitochondrial (Figure 1h) (Sasaki et al., 2007). Enfin, la désorganisation du cytosquelette des 

motoneurones et les anomalies du transport axonal participent assurément aux altérations de la 

dynamique mitochondriale observée chez les patients. 
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Figure 3. Métabolisme énergétique et dynamique mitochondriale. (a) Le catabolisme des nutriments et l’activité du 

cycle de Krebs fournissent à la chaîne respiratoire mitochondriale des équivalents réduits sous forme de NADH et de 

FADH2. Le NADH cède ses électrons (e-) au complexe I (NADH-ubiquinone oxydoréductase) et le FADH2 au complexe II 

(succinate-ubiquinone oxydoréductase). Les électrons sont ensuite transportés jusqu’au complexe III (ubiquinone-

cytochrome C oxydoréductase) par l’ubiquinone (Q). Les électrons sont finalement pris en charge par le cytochrome C 

(C) puis libérés au niveau du complexe IV (cytochrome C oxydase), où ils sont utilisés pour la réduction du dioxygène 

(O2) en eau (H2O). Le transfert des électrons s’accompagne d’un pompage de protons (H+) de la matrice mitochondriale 

vers l’espace inter-membranaire au niveau des complexes I, III et IV, à l’origine d’un gradient de pH. La résultante de ce 

gradient électrochimique est la force proton-motrice, qui permet la production d’ATP par l’ATP synthase. (b) Les 

mitochondries sont organisées en réseau dynamique dont l’équilibre repose sur les phénomènes de fusion et fission. 

Les protéines MFN1 et MFN2 initient la fusion en accolant les membranes externes adjacentes, puis la protéine OPA1 

guide la fusion des membranes internes. La protéine GDAP1 participe à l’initiation du processus de fission, aboutissant 

au recrutement de la mécano-enzyme DRP1 au niveau des sites de scission où elle agit par constriction du tubule 

mitochondrial. (c,d) Marquage du réseau mitochondrial chez des fibroblastes embryonnaires murins (MEF) en culture. 

A l’état basal physiologique, le réseau mitochondrial apparaît tubulaire et connecté (c). En cas de stress cellulaire ou 

mitochondrial, le réseau se fragmente, les mitochondries sont de petites taille et isolées (d). (e) Co-marquage du réseau 

mitochondrial (rouge), du réticulum endoplasmique (vert) et du noyau (bleu) chez un fibroblaste en culture. Le réseau 

mitochondrial est en constante interaction avec le réticulum endoplasmique au niveau des MAMs (mitochondria 

associated membranes), participant à l’homéostasie calcique intracellulaire. (Schémas : Cassereau et Codron, 2016. 

Images : P. Codron). 
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2.2.4. Homéostasie calcique et Excitotoxicité 

Une élévation des concentrations intracellulaires en Calcium a également été rapportée au sein des 

motoneurones des patients atteints de SLA (Siklos et al., 1996). Cette observation pourrait être la 

conséquence d’une excitotoxicité neuronale. Au sein des neurones, l’homéostasie calcique est 

assurée par les interactions entre le réticulum endoplasmique et le réseau mitochondrial (Figure 

3e). Dans le cadre de la SLA, une altération de la recapture astrocytaire du glutamate au niveau 

synaptique serait à l’origine d’une entrée massive de calcium par ouverture des récepteurs 

glutamatergiques. Le dépassement des voies du maintien des concentrations calciques 

intracellulaires aboutirait à l’induction de la mort neuronale par ouverture des pores membranaires 

mitochondriaux et au relargage du cytochrome C dans le cytosol (Leigh et Meldrum, 1996 ; Appel et 

al., 2001). Par ailleurs, si les mécanismes d’action du Riluzole sont encore aujourd’hui incertains, 

son action sur le métabolisme du glutamate conforte l’hypothèse de la participation d’une toxicité 

médiée par ce neurotransmetteur dans la SLA. 

 

2.2.5. Stress Oxydant 

Le stress oxydant, ou stress oxydatif, est secondaire à la présence au sein d’une cellule d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) telles que l'anion superoxyde (O2•–) et le radical hydroxyle (HO•). Ces 

composés radicalaires instables porteurs d’un électron dit célibataire non apparié sont vecteurs 

d’une importante toxicité de par leur réactivité vis-à-vis des protéines, des lipides et des nucléotides 

avoisinants. S’il existe une production physiologique de ROS au sein des cellules, principalement liée 

à l’activité de la chaine respiratoire mitochondriale, celle-ci est contrôlée par un système de 

détoxification basé sur l’activité d’enzymes telles que la superoxyde dismutase, la catalase, et la 

glutathion peroxydase (Boveris et Chance, 1973). Ainsi, la présence d’un stress oxydant au sein 

d’une cellule traduit une augmentation de la concentration en ROS et/ou un dépassement des 

systèmes antioxydants.  

Les ROS en excès altèrent directement la structure des molécules intracellulaires (protéines, lipides 

et acides nucléiques) par le biais de leur électron célibataire. Ils sont notamment responsables d’une 

altération de la structure des protéines par oxydation des résidus cystéine, pouvant entrainer une 

désorganisation du cytosquelette et la constitution d’agrégats protéiques intracellulaires (Iguchi et 

al., 2012). Les ROS peuvent par ailleurs altérer les propriétés de la membrane plasmique et des 

membranes des organites intracellulaires par peroxydation des lipides (Chen JJ et al., 1995). De 
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même, le stress oxydant peut être responsable d’un stress mitochondrial à l’origine d’une altération 

du métabolisme énergétique et d’une fragmentation du réseau mitochondrial (Fridovich, 1997). 

Enfin, les ROS sont vecteurs de mutations de l’ADN nucléaire et mitochondrial. 

Plusieurs études ont mis en évidence une élévation des marqueurs de stress oxydant au sein des 

neurones moteurs du cortex et de la moelle épinière de patients atteints de SLA (Figure 1i) (Beal et 

al., 1997 ; Ferrante et al., 1997). De plus, l’effet du traitement antioxydant par Edaravone sur 

l’évolution de la maladie de certains sous-groupes de patients conforte l’hypothèse de l’implication 

des ROS dans le développement de la SLA (ALS 19 Study Group, 2017). Toutefois, il reste difficile de 

déterminer si les processus de neurodégénérescence à l’origine de la maladie sont la cause ou la 

conséquence d’un stress oxydant. 

 

2.2.6. Neuroinflammation  

Le cerveau a longtemps été considéré comme un organe immunoprivilégié, l’étanchéité de la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) empêchant toute pénétration d’agents infectieux et cellules 

immunitaires circulants. Il est aujourd’hui admis qu’il existe au sein du SNC un système de défense 

médié par des signaux pro-inflammatoires et des cellules immunitaires, dont la dynamique 

complexe se distingue des processus inflammatoires périphériques. Au sein du neuropile, les 

cellules microgliales et les astrocytes expriment des récepteurs PRR (pattern-recognition receptors), 

qui permettent l’identification de débris endogènes (corps apoptotiques, agrégats protéiques, 

organites sénescents) et de structures pathogènes (agents infectieux, toxines, corps étrangers) 

(Tang et al., 2012 ; Lee H et al., 2013). La stimulation de ces récepteurs entraine l’activation de 

cascades de signalisation qui modifient le phénotype des cellules microgliales, qui deviennent 

hypertrophiques et amiboïde, prolifèrent, et sécrètent de nombreux facteurs de signalisation. 

La détection d’agents pathogènes par les récepteurs PRR entraine l’activation des cellules 

microgliales dans un état de « défense », stimulant les processus de phagocytose et la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-1β) qui attirent les cellules microgliales voisines 

et ouvrent les portes de la BHE aux cellules de défense circulantes (lymphocytes, monocytes et 

granulocytes). D’autres facteurs participent au stress inflammatoire, telles que la production de ROS 

et le relargage de glutamate respectivement responsables d’un stress oxydant et d’une 

excitotoxicité, ainsi que la sécrétion de métalloprotéinases matricielles à l’origine d’un 

remaniement du neuropile. Dans ce contexte, les neurones jouent un rôle immunomodulateur en 
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freinant l’inflammation locale, en inhibant les kinases et facteurs de transcription pro-

inflammatoires tels que MAPK (mitogen-activated protein kinase), c-myc, Nrf2 (nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2) et NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), 

et en sécrétant des facteurs solubles inhibiteurs de l’activation microgliale tel que le TGF-β 

(transforming growth factor-β) (Renaud et al., 2015). Cette modulation est primordiale pour leur 

survie, l’exposition prolongée aux facteurs pro-inflammatoires étant délétère pour les neurones et 

les oligodendrocytes au faible potentiel de régénération. 

Dans certaines conditions, les cellules microgliales peuvent s’activer dans un état « réparateur », 

favorisant la détersion de structures endogènes sénescentes ou d’agrégats protéiques au sein du 

neuropile, le remodelage matriciel, et la sécrétion de facteurs trophiques stimulant la 

différenciation de cellules souches en oligodendrocytes, astrocytes, et neurones (Eggen et al., 2013).  

L’activation microgliale et l’élévation des facteurs pro-inflammatoires observées au sein de la moelle 

épinière des patients atteints de SLA pourrait être secondaire à un emballement des mécanismes 

neuroinflammatoires, à l’origine des processus de neurodégénérescence (Kuhle et al., 2009). Un 

défaut d’activation microgliale dans un état « réparateur » pourrait également être à l’origine d’une 

accumulation d’agrégats protéiques et de corps apoptotiques au sein du SNC, contribuant au stress 

motoneuronal et à la propagation des lésions. 

 

2.2.7. Anomalies de la Matrice Extra-cellulaire 

Enfin, la mise en évidence en microscopie électronique à transmission d’une désorganisation des 

fibres de collagène au sein de section de moelle épinière de patients atteints de SLA pose la question 

du rôle d’un remaniement de la matrice extra-cellulaire dans la survenue de la maladie (Figure 1j) 

(Ono et al., 1998). Celui-ci pourrait être lié à un défaut de sécrétion astrocytaire du collagène, aux 

mécanismes inflammatoires locaux, à la présence de ROS au sein du neuropile ou encore à une 

activité anormale des métalloprotéinases matricielles (MMPs) (Lim et al. 1996).  

 

A partir de l’ensemble de ces observations, plusieurs pistes physiopathologiques se sont 

progressivement construites. L’identification parallèle des gènes impliqués dans certaines formes 

familiales de maladies du motoneurone, l’étude des modèles animaux porteurs de ces mutations, 

et les effets de certains traitements sur l’évolution de la maladie ont permis de progressivement 

renforcer ces hypothèses (Figure 4) (Tableau 1).  
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Figure 4. Principales pistes physiopathologiques dans la SLA. Ces hypothèses reposent sur l’observation 

neuropathologique de tissu cérébral et médullaire de patients atteints de la maladie (noir), l’identification de 

gènes impliqués dans certaines formes familiales de maladies du motoneurone (bleu) et de gènes de susceptibilité 

(vert), et les effets de certains traitements sur l’évolution de la maladie (rouge). ARN : acide désoxyribonucléique. 

MEC : matrice extra-cellulaire. (P. Codron). 

 

 

Tableau 1. Principaux gènes dont la pathogénicité a été établie dans les formes familiales de SLA. 
 

Gène (protéine) Fonction Transmission Références 

SOD1  
(superoxide dismutase 1) Stress Oxydant AD-AR 

Siddique et al., 1991 
Rosen et al., 1993 

FUS  
(RNA-binding protein FUS) Métabolisme des ARN AD-AR 

Kwiatkowski et al., 2009  
Vance et al., 2009 

TARDBP  
(TAR DNA-binding protein 43) Métabolisme des ARN AD 

Kabashi et al., 2008 
Sreedharan et al., 2008 

C9orf72  
(guanine nucleotide exchange C9orf72) Métabolisme des ARN AD 

DeJesus et al., 2011 
Renton et al., 2011 
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3. TDP-43, UN ACTEUR CENTRAL DANS LA MALADIE 

L’année 2006 marque un tournant dans le champ de la recherche sur la SLA grâce à l’identification 

de la protéine Transactive Response DNA-binding protein-43 (TDP-43) au sein des agrégats 

protéiques présents dans le cytoplasme des motoneurones (Arai et al., 2006 ; Neuman et al., 2006). 

En effet, en condition physiologique TDP-43 est majoritairement localisée au sein du noyau des 

neurones (Figure 5a). Sa délocalisation nucléaire et son accumulation intracytoplasmique sont 

observées chez la quasi-totalité des patients atteints de SLA sporadique ou familiale, faisant de cette 

lésion un marqueur pathologique de la maladie (Mackenzie et al., 2010) (Figure 5b-e). Ces agrégats 

sont constitués de protéine TDP-43 ubiquitinylée et hyperphosphorylée, mais également de 

fragments de son extrémité C-terminale (CTF) de 35 kDa et 25 kDa. L’identification deux ans plus 

tard de formes familiales de SLA liées à des mutations du gène TARDBP codant cette protéine (plus 

de 60 à ce jour) a par la suite renforcé l’hypothèse de son rôle central dans la physiopathologie de 

la maladie (Gitcho et al., 2008 ; Kabashi et al., 2008 ; Sreedharan et al., 2008). 

 

 

 

Figure 5. Accumulation cytosolique de la protéine TDP-43 dans la SLA. Étude de sections médullaires de sujet contrôle 

(a) et de patients atteints de SLA (b-e) après immunomarquage dirigé contre TDP-43. La protéine TDP-43 normalement 

majoritairement nucléaire (a) est relocalisée et agrégée dans le cytoplasme des neurones moteurs des patients, avec un 

aspect pouvant être punctiforme (b), filamenteux (c), ou plus dense (d,e). (Images : Ellison et al., 2012). 
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3.1. Structure et fonction 

TDP-43 est une protéine ubiquitaire de 43 kDa appartenant à la famille des RNA-binding-proteins 

(RBPs). Les 414 acides aminés qui la composent sont codés par le gène TARDBP (OMIM#605078) 

situé sur le chromosome 1. TDP-43 possède deux domaines de liaison aux acides ribonucléiques 

(RNA recognition motifs RRM1 et RRM2), des domaines d’import (NLS) et d’export nucléaire (NES), 

et des domaines d’adressages mitochondriaux (M1, M3, M5). Ses extrémités N et C terminales sont 

quant à elles dédiées aux interaction protéine-protéine (Figure 6a). En effet, TDP-43 est présente à 

l’état physiologique sous forme d’homodimère ou d’oligomère, et interagit constamment avec de 

nombreux partenaires protéiques (Shiina et al., 2010 ; Afroz et al., 2017).  

La principale fonction de TDP-43 est dédiée au métabolisme des ARN, avec une activité portant sur 

plus de 30% du transcriptome cellulaire total (Figure 6b) (Tollervey et al., 2011 ; Xiao et al., 2011). 

Au sein du noyau, TDP-43 se lie aux ARN messagers (ARNm) émergents de l’ARN polymérase II afin 

de moduler leur transcription, initier leur épissage et assurer leur stabilisation, transport et 

traduction en dehors du noyau (Buratti et Baralle, 2001). TDP-43 joue également un rôle dans la 

biogénèse des ARN non codants (ARNnc) tels que les micro-ARN (miARN) et les ARN longs non 

codants (lncARN), qui permettent la modulation de l’expression de certaines protéines et voies 

cellulaires. Au sein des mitochondries, TDP-43 inhibe la traduction d’ARN mitochondriaux codant 

pour des sous-unités du complexe I de la chaine respiratoire (Wang W et al., 2016). Enfin, en 

conditions de stress cellulaire, TDP-43 participe à la formation des granules de stress (SG) au sein 

du cytosol des cellules. Ces granules composés de RBPs (Ataxin 2, TIA1, TIAR) et d’ARNm se 

constituent lors de la survenue d’un stress oxydant, hypoxique ou thermique, avec pour objectif la 

séquestration transitoire des ARNm d’entretien pour favoriser la traduction des ARNm codant pour 

les protéines de réponse au stress (Bentmann et al., 2013).  
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Figure 6. Structure et fonctions de la protéine TDP-43. (a) Structure de TDP-43. RRM : RNA recognition motifs. GRD : 

Glycin Rich Domain. NLS : nuclear localization sequence. NES : nuclear export sequence. M1, M3, M5 : séquences 

d’adressage mitochondrial (b) Principales fonctions de TDP-43. ARNm : ARN messager. ARNmt : ARN mitochondrial. 

ARNnc : ARN non codant. miARN : micro-ARN. lncARN : ARN longs non codants. (Adapté de Ratti et Buratti, 2016). 

 

3.2. Agrégats cytoplasmiques de TDP-43 : gain de fonction cytotoxique 

Les mécanismes à l’origine de la constitution d’agrégats de protéine TDP-43 au sein des 

motoneurones restent débattus. Les modifications conformationnelles de TDP-43 responsables de 

son accumulation pourraient être la conséquence de modifications post traductionnelles de son 

domaine RRM1 au niveau du cytosol après exposition à un stress oxydant (Chang et al., 2013 ; Shodai 

et al., 2013). La protéine anormale agirait ensuite sur un modèle prion-like via son extrémité C 

terminale riche en glycine, en transmettant ces anomalies structurelles aux protéines TDP-43 

voisines et en favorisant la constitution d’inclusions cytoplasmiques (Furukawa et al., 2011 ; Guo et 

al., 2011 ; Nonaka et al., 2013). Ces phénomènes seraient accompagnés par un dépassement des 

mécanismes d’homéostasie protéique (système ubiquitine-protéasome, autophagie) empêchant 
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l’élimination des protéines anormales et des agrégats (Scotter et al., 2014). Les inclusions protéiques 

de TDP-43 pathologique pourraient ensuite être transmises aux cellules voisines au sein du SNC, par 

relargage post apoptotique des agrégats, ou par transmission plus directe médiée par 

microvésicules, exosomes ou nanotubes (Feiler et al., 2015 ; Iguchi et al., 2016). L’arrivée des 

protéines toxiques au sein des cellules hôtes serait alors à l’origine d’une nouvelle cascade 

pathologique, participant à la diffusion de la maladie dans le SNC des patients. 

A l’échelle cellulaire, la première conséquence de l’élévation des concentrations cytoplasmiques de 

TDP-43 serait un dérèglement du métabolisme des ARNm au sein du cytosol (transport, stabilisation, 

traduction). La constitution d’inclusions protéiques serait en outre responsable d’une cytotoxicité 

cellulaire par désorganisation de l’architecture cytoplasmiques et perturbation des cascades 

cellulaires internes (Zhang et al., 2009 ; Guo et al., 2011 ; Fang YS et al., 2014). De plus, une 

augmentation de la localisation mitochondriale de la protéine entrainerait une inhibition de la 

traduction des ARNmt codant pour le complexe I de la chaine respiratoire à l’origine d’une altération 

du métabolisme énergétique et une augmentation de la production de radicaux libres oxydants 

(Onesto et al., 2016 ; Wang W et al., 2016). Ce stress mitochondrial serait également responsable 

d’une fragmentation du réseau mitochondrial et d’un déséquilibre de l’homéostasie calcique par 

altération des échanges avec le réticulum endoplasmique (Wang W et al., 2013 ; Stoica et al., 2014). 

Enfin, l’accumulation intracytoplasmique de TDP-43 serait à l’origine d’une hyper-activation des 

voies de la neuroinflammation, via l’interaction directe entre le domaine RRM1 de TDP-43 et la sous 

unité p65 du facteur de transcription pro-inflammatoire NFkB (Swarup et al., 2011). 

 

3.3. Déplétion nucléaire : perte de fonction physiologique 

La seconde conséquence de la relocalisation nucléo-cytoplasmique de TDP-43 est la diminution de 

sa concentration intranucléaire. Cette déplétion peut être le fruit d’une sortie active du noyau en 

réponse à un stress persistant, d’une ségrégation cytoplasmique empêchant tout renouvellement 

de la fraction nucléaire, ou d’une perturbation du trafic nucléo-cytoplasmique secondaire à la 

désorganisation de l’ultrastructure cellulaire.  

La première conséquence directe serait une perte de la fonction nucléaire de TDP-43, participant 

aux phénomènes de cytotoxicité par dérèglement du métabolisme des ARN cibles (Kraemer et al., 

2010 ; Polymenidou et al., 2011 ; Wu LS et al.2012 ; Iguchi et al., 2013 ; Yang C et al., 2014 ; White 

et al., 2018). L’altération du métabolisme des ARNm du gènes codant pour les chaines légères des 
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neurofilaments (NFL) pourrait par exemple concourir à la désorganisation de l’architecture du 

cytosquelette observée au sein des motoneurones (Strong et al., 2007). De même, un dérèglement 

de l’expression des gènes ATG7 (autophagy related 7), TFEB (transcription factor EB) et HDAC6 

(histone deacetylase 6) participerait au phénomène de dépassement des voies de l’homéostasie 

protéique et de la réponse au stress (Kim SH et al., 2010). Une anomalie portant sur l’expression des 

gènes IL6 (interleukine 6) et GRN (granuline) pourrait également jouer un rôle dans l’activation de 

la neuroinflammation (Lee S et al., 2015).  

Enfin, TDP-43 étant impliquée dans la régulation de sa propre expression, une perte de ce 

rétrocontrôle entrainerait une surexpression cellulaire de TDP-43, amplifiant l’accumulation de la 

protéine au sein du cytoplasme (Ayala et al., 2011 ; White et al., 2018). 

Les hypothèses portant sur les mécanismes à l’origine de la pathogénicité de la protéine TDP-43 

dans la SLA sont représentées sur la Figure 7. 

 

 

 

Figure 7. Principales hypothèses actuelles portant sur les mécanismes de pathogénicité de TDP-43 dans la SLA. La 

relocalisation de la protéine TDP-43 du noyau vers le cytoplasme a plusieurs conséquences à l’échelle cellulaire. Sa 

déplétion nucléaire (1) et son accumulation cytoplasmique (2) seraient à l’origine d’une altération du métabolisme des 

ARN aboutissant à une dérégulation de voies cellulaires et un déséquilibre de sa propre expression. La constitution 

d’agrégats cytosoliques hyperphosphorylés et ubiquitinylés de la protéine (3) serait par ailleurs à l’origine d’une toxicité 

cellulaire. L’accumulation de TDP-43 au sein des mitochondries (4) serait responsable d’une altération du métabolisme 

énergétique, d’une désorganisation du réseau mitochondrial, d’anomalies de l’homéostasie calcique (5), et de la 

production de radicaux libres oxydants (ROS) (6). Par ailleurs, l’interaction directe de TDP-43 avec la sous unité P65 du 

complexe NFkB via son domaine RMM1 aboutirait à une hyper-activation pathologique des voies de la 

neuroinflammation (7). Enfin, les agrégats toxiques de protéine TDP-43 seraient transmis directement ou indirectement 

aux cellules voisines (8,9), concourant à la propagation de la pathologie au sein du SNC des patients. (P. Codron). 
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4. SOD1 ET FUS, POSSIBLES ACTEURS COMPLEMENTAIRES DANS LA SLA SPORADIQUE 

Le gène SOD1 (OMIM#147450), codant pour la protéine Cu/Zn-binding superoxide dismutase 1 

(SOD1), a été le premier gène décrit comme étant responsable de formes familiales de SLA (Rosen 

et al. 1993). SOD1 est une métalloenzyme de 32 kDa dont le rôle principal est la transformation des 

radicaux superoxydes toxiques O2•– en peroxyde d'hydrogène H2O2, principalement au niveau du 

cytosol et de l’espace inter-membranaire mitochondrial des cellules (Rotunno et al., 2013). Plus de 

170 mutations du gène SOD1 ont été rapportées à ce jour, responsables d’environ 20% des cas de 

SLA familiales, soit près de 2% de l’ensemble des patients atteints SLA. Les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans ces formes particulières de la maladie semblent liés à un gain 

de fonction de la protéine SOD1 mutée conduisant à la formation d’agrégats toxiques cytosoliques 

(Rotunno et al., 2013). 

Ces dernières années, plusieurs hypothèses ont émergé quant à l’implication de la protéine SOD1 

sauvage dans la physiopathologie des formes sporadiques de SLA, c’est à dire en l’absence de variant 

pathogène du gène SOD1. En effet, il a été observé que cette protéine en condition oxydante peut 

elle aussi subir une modification de sa conformation et s’organiser en agrégats toxiques (Rakhit et 

al., 2004 ; Ezzi et al., 2007 ; Bosco et al., 2010). Ces résultats ont été confortés par l’observation 

d’inclusions de protéine SOD1 au sein des motoneurones spinaux de sujets atteints de SLA 

sporadique (Bosco et al., 2010 ; Forsberg et al., 2010 ; Paré et al., 2018). Toutefois, des études 

similaires menées sur tissu médullaire de patients n’ont pas permis de retrouver ces agrégats (Liu 

et al., 2009 ; Kerman et al., 2010 ; Da Cruz et al., 2017). Si ces résultats contradictoires peuvent être 

le fait de différences portant sur les protocoles d’immunomarquage employés et les anticorps 

utilisés, ils suggèrent toutefois l’existence probable de différences conformationnelles entre les 

inclusions de protéine SOD1 observées dans les formes sporadiques et familiales de la maladie, 

résultants de mécanismes pathogéniques distincts. De plus, l’absence d’agrégats de protéine TDP-

43 au sein des motoneurones des patients porteurs d’une mutation du gène SOD1 est un élément 

supplémentaire de distinction physiopathologique entre les formes sporadiques et familiales de la 

maladie (Mackenzie et al., 2007). 

Dans le même esprit, les résultats d’une étude récente posent la question de l’implication dans la 

sSLA d’une autre protéine dont la mutation est responsable de fSLA (Tyzack et al. 2019). FUS est une 

protéine nucléaire dont la structure et la fonction sont proches de celles de TDP-43. La relocalisation 

cytoplasmique de cette protéine n’était jusqu’alors observée que dans les formes liées aux 
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mutations du gène FUS (OMIM#137070), soit environ 5% des formes familiales de SLA (Kwiatkowski 

et al., 2009 ; Vance et al., 2009). Dans cette étude, les analyses en immunomarquage réalisées sur 

tissu médullaire de patients atteints de SLA sporadique ont permis de révéler une accumulation 

cytosolique de la protéine au sein des neurones, soulevant la question de la participation de FUS 

dans la dégénérescence motoneuronale observée dans la maladie. 

Si l’implication des protéines SOD1 et FUS sauvages dans la physiopathologie de la de SLA 

sporadique reste débattue (anomalies primitives toxiques ou marqueurs secondaires non 

pathogènes), cette question est centrale dans le champ de la recherche sur la SLA car elle 

conditionne le développement et l’extension aux formes sporadiques de protocoles de recherche 

aujourd’hui réservés aux formes familiales de la maladie. 

 

5. ENJEUX DE LA RECHERCHE ET PROBLEMATIQUES DE LA THESE 

La recherche clinique sur la SLA a été marquée ces 20 dernières années par une multitude d’essais 

négatifs (Mitsumoto et al., 2014). Deux constats peuvent en partie expliquer les résultats de ces 

études et les difficultés à faire émerger de nouvelles pistes thérapeutiques. 

D’une part, les mécanismes physiopathologiques à l’origine de la dégénérescence motoneuronale 

dans la SLA demeurent mal compris malgré l’importance des avancées opérées ces dernières 

années. Ces difficultés sont à certains égards liées à l’absence de modèle d’étude fiable de la SLA 

sporadique. Si les souris transgéniques SOD1 présentent une atteinte motoneuronale marquée et 

une espérance de vie courte, leur utilisation ne permet pas de modéliser fidèlement la forme 

sporadique de la maladie (Gurney et al., 1994). En effet, la présentation clinico-histologique des 

formes familiales liées aux mutations du gène SOD1 est singulière, avec en particulier une absence 

de pathologie TDP-43 au niveau du SNC. De plus, les fSLA SOD1 représentent seulement 2% de 

l’ensemble des patients atteints de SLA. Enfin, les échecs des essais thérapeutiques orientés par les 

résultats d’études pré-cliniques sur ces modèles témoignent de leurs limites. Plus récemment, de 

nouveaux modèles in vitro et in vivo de SLA ont été générés par inhibition ou surexpression de la 

protéine TDP-43 sauvage ou mutée (Hergesheimer et al., 2019). Si leur étude constitue un apport 

considérable dans le champ de la recherche sur la SLA, l’hétérogénéité de leurs phénotypes et 

l’incomplète reproduction des mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la maladie 
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rendent encore nécessaire la genèse de nouveaux modèles pour avancer dans la compréhension de 

la maladie et faire émerger des pistes thérapeutiques novatrices. 

D’autre part, l’absence de biomarqueur diagnostique et pronostique spécifique de la maladie et la 

grande hétérogénéité clinique des patients rendent difficile la construction et l’interprétation des 

essais thérapeutiques. En effet, il est à ce jour impossible au moment du diagnostic de prédire 

l’évolution de paramètres tels que la topographie de l’atteinte, le développement de signes associés 

et la durée d’évolution de la maladie. Ainsi, l’administration d’un même traitement à un groupe 

hétérogène de patients pourra masquer un possible effet bénéfique sur un sous-groupe atteint 

d’une forme particulière de SLA. Si les récents résultats d’études portant sur le dosage des 

neurofilaments light chain (NFL) et heavy chain phosphorylés (pNFH) dans le sang et le LCR semblent 

indiquer l’utilisation de ces biomarqueurs de neurodégénérescence pour conforter le diagnostic de 

SLA et estimer l’évolution clinique et le pronostic des patients (Gagliardi et al., 2019 ; Thouvenot et 

al., 2019), leur absence de spécificité pour la maladie reste cependant une limite (Khalil et al., 2018). 

L’identification de biomarqueurs fiables et spécifiques de la maladie et de ses sous-types reste donc 

un enjeu capital pour avancer dans la compréhension de la physiopathologie de la SLA, mieux 

diagnostiquer la maladie en pratique clinique, et homogénéiser les groupes de patients dans les 

essais pour se diriger vers une médecine personnalisée. 

 

Ces dernières années, les efforts dans le champ de la recherche sur SLA se sont donc concentrés sur 

quatre enjeux majeurs :  

- Élucider les mécanismes physiopathologiques à l’origine de la SLA. 

- Générer de nouveaux modèles d’étude de la maladie. 

- Identifier des biomarqueurs de la SLA et de ses différents sous-types. 

- Faire émerger des pistes thérapeutiques novatrices. 

Dans ce travail, nous avons cherché à apporter des éléments de réponse à certains de ces grands 

axes actuels de la recherche.  
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Le premier projet de ce travail de thèse a porté sur l’optimisation de l’analyse histologique des 

lésions neuronales observées dans les maladies neurodégénératives grâce à la mise au point d’une 

nouvelle technique d’imagerie cellulaire permettant l’analyse de tissu cérébral, médullaire et 

musculaire de patients à l’échelle nanométrique. Nos premiers résultats obtenus à partir de la 

banque de cerveaux du département de Neuropathologie du CHU d’Angers ont permis de 

caractériser avec précision les agrégats protéiques observés dans certaines pathologies 

neurologiques, ouvrant un nouveau champ pour l’exploration de tissus de patients atteints de SLA. 

L’utilisation de cette technique pourrait permettre de caractériser avec précision l’architecture et la 

composition des lésions observées dans la maladie et d’émettre de nouvelles hypothèses sur les 

mécanismes physiopathologiques à l’origine de la dégénérescence motoneuronale. 

Le second travail de cette thèse a porté sur la recherche de marqueurs biologiques de la SLA, en 

étudiant des fibroblastes en culture issus de prélèvements cutanés. Grâce à l’expertise de l’équipe 

UMR CNRS 6015 INSERM 1083 (Angers), nous avons analysé l’ultrastructure cellulaire, le 

métabolisme énergétique et protéique, l’architecture du réseau mitochondrial, et la réponse au 

stress d’une biocollection de fibroblastes issus de patients atteints de SLA sporadique et de sujets 

controles constituée prospectivement. Nos données ont permis d’objectiver chez ces cellules une 

altération de certaines voies métaboliques, ainsi qu’une augmentation de la synthèse du collagène. 

Enfin, la 3ème approche expérimentale de cette thèse a été menée au sein de l’équipe du Professeur 

Jean-Pierre JULIEN (Institut CERVO, Qc, Canada) qui développe des thérapeutiques innovantes dans 

le domaine de la SLA. Nous avons plus particulièrement étudié l’adressage et l’action d’anticorps 

monoclonaux ciblant les agrégats de protéine TDP-43 au niveau du système nerveux central de 

souris transgéniques porteuses de la mutation TDP-43A315T. Nos résultats obtenus par 

immunomarquages fluorescents et études histologiques ont montré l’efficacité de l’adressage du 

traitement ainsi qu’une diminution de la charge lésionnelle centrale. Sur la base de ces résultats, 

des projets complémentaires ont été initiés dans la perspective de tester l’efficacité de cette 

nouvelle approche chez l’homme. 
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ANALYSE D’AGREGATS PROTEIQUES PATHOLOGIQUES DU SYSTEME 

NERVEUX CENTRAL PAR MICROSCOPIE SUPER-RESOLUTIVE STORM 

 

 

1. INTRODUCTION A LA MICROSCOPIE SUPER-RESOLUTIVE 

1.1. Limites de l’imagerie optique conventionnelle 

La description histopathologique des lésions observées au sein du cerveau et de la moelle épinière 

des patients atteints de SLA reste un élément central dans le champ de la recherche sur les formes 

sporadiques la maladie. Cette approche anatomo-clinique a permis d’avancer dans la 

compréhension des mécanismes physiopathologiques à l’origine de son développement, depuis les 

premières observations macroscopiques par Jean-Martin Charcot au XIXe siècle jusqu’à 

l’identification plus récente du rôle de la protéine TDP-43 par immunohistochimie. Toutefois, malgré 

les avancées opérées au cours des dernières décennies dans le champ de l’imagerie optique, les 

limites résolutives imposées par la diffraction de la lumière restent une barrière à la caractérisation 

précise des structures intraneuronales. 

La résolution spatiale, ou pouvoir séparateur, désigne la capacité d'un système optique à distinguer 

deux points contigus pour qu'ils soient correctement discernés. Selon un principe établi en 1873 par 

Ernst Abbe, il est impossible pour un microscope optique conventionnel (microscope en 

épifluorescence et microscope confocal) de distinguer deux structures lumineuses ponctuelles 

séparées par une distance inférieure à la moitié de la longueur d’onde de la lumière émise, soit 

environ 250 nm dans le spectre visible (Abbe, 1873). Ce phénomène est lié à la diffraction des 

photons : pour un système optique sans aberration, l'image d’un point lumineux pour une ouverture 

circulaire est un disque de plusieurs centaines de nanomètres aux contours flous et auréolé de 

cercles concentriques de plus faible luminosité, appelé tache d'Airy (Figure 8a). Si deux sources 

lumineuses sont trop proches (< 250 nm) leurs aires de diffraction se confondent dans le même halo 

empêchant leur distinction (Figure 8b). Cette barrière résolutive prend toute son importance en 

imagerie cellulaire, discipline basée sur l’étude de structure de l’ordre de quelques dizaines de 

nanomètres marquées par des sondes ou des anticorps émettant un signal fluorescent (pouvant 

être considérés comme sources lumineuses ponctuelles). 
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Figure 8. Limites résolutives liées à la diffraction de la lumière. (a) Pour un système optique sans aberration, l'image 

d’une source lumineuse ponctuelle (a) est un disque de plusieurs centaines de nanomètres aux contours flous (a’), 

conséquence de la diffraction des photons émis. (b) Ce phénomène limite les possibilités résolutives des microscopes 

conventionnels, deux sources lumineuses séparées d’une distance inférieure à 250nm étant impossible à distinguer quel 

que soit le système optique utilisé (b3). i : intensité. nm : nanomètres. (P. Codron). 

 

1.2. Principe de l’imagerie STORM 

Afin de surmonter cette barrière, des approches dites « super-résolutives », ou nanoscopiques, se 

sont développées ces dernières années (Sigal et al., 2018 ; Schermelleh et al., 2019). Le prix Nobel 

de Chimie a été décerné en 2014 aux Docteurs Eric Betzig, Stefan Hell et William Moerner pour leurs 

travaux dans ce domaine. L’une de ces techniques, appelée stochastic optical reconstruction 

microscopy (STORM) repose sur le principe de détection en molécule unique.  

L’échantillon analysé est baigné dans un tampon aux propriétés oxydo-réductrice et exposé à un 

faisceau d’excitation laser en champ large à haute intensité. Dans ces conditions, certains 

fluorochromes organiques photoconvertibles (Cy5, Alexa 647, Atto655, Alexa 532) ont la propriété 

de passer dans un état de clignotement. Cette activation temporelle stochastique des 

fluorochromes permet une séparation spatiale de leurs taches d’Airy, de telle sorte qu’elles ne se 

recouvrent pas (Figure 9a). Les acquisitions sont répétées dans le temps (toutes les 40 ms environ), 

entre 5 000 et 25 000 images sont acquises au total. Les taches d’Airy sont individualisées sur chaque 

image, et la localisation des molécules émettrices est déterminée avec précision par fit gaussien. En 

utilisant une approche basée sur le principe du pointillisme, chaque point source détecté sur les 

milliers d’images acquises est représenté par un pixel sur une image de reconstruction.  
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La résolution finale de l’image est de l’ordre de 20 nm, proche de celle d’un microscope électronique 

à transmission, tout en conservant les avantages de l’analyse spécifique de protéines cibles propres 

à l’immunomarquage (Figure 9b).  

Figure 9. Principe d’acquisition d’une image super-résolutive en utilisant la technologie STORM. (a) L’image d’une 

structure marquée par 3 fluophores en microscopie conventionnelle (Champ Large) est la somme des aires d’Airy de ces 

derniers, ne permettant pas de les distinguer s’ils sont trop rapprochés. Lors d’une acquisition STORM, les 

fluorochromes passent dans un état de clignotement permettant de séparer leurs aires d’Airy dans le temps (t1, t2, t3) 

(Acquisition). Le centre de chaque aire, correspondant à la localisation de la molécule fluorescente, est déterminé par 

fit gaussien (croix bleue) et marqué par un pixel sur une image de reconstruction. La répétition des acquisitions (Acq1, 

Acq2, Acq3) permet de s’assurer de détecter toutes les molécules fluorescentes afin d’obtenir d’une image super-

résolue (reconstruction) en utilisant le principe du pointillisme. (b) La résolution nanométrique permet une définition 

précise des organites intracellulaires. Exemple d’images obtenues après marquage des mitochondries (magenta) et des 

microtubules (vert) au sein d’une cellule en culture. (c) L’utilisation de la technique STORM en neurosciences a permis 

de caractériser l’architecture périodique du cytosquelette des axones (microfilaments d’actine d’un neurone en culture). 

(Schéma : P. Codron, images : huanglab.ucsf.edu ; Xu et al., 2013). 

+

+ +

+ + + ++

+

Champ Large Acquisition dSTORM
a

b c

Acq1 (t1) Acq2 (t2) Acq3 (t3) Reconstruction

b

i

nm

i

nm

i

nm

i

nm

i

nm

dSTORM

Champ Large



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   28     

La mise au point de cette nouvelle technologie a constitué une avancée considérable dans le 

domaine de l’imagerie optique et des neurosciences, permettant par exemple de caractériser 

l’architecture périodique du cytosquelette des axones, et l’organisation interne des protéines 

synaptiques (Figure 9c) (Dani et al., 2010 ; Xu et al., 2013). Toutefois son utilisation reste pour le 

moment limitée à l’étude de modèles cellulaires en culture, empêchant son application à l’approche 

anatomo-clinique par analyse tissulaire. 

 

2. MISE EN PLACE DE L’ETUDE 

2.1. Problématique et objectifs 

L’objectif de ce travail était de mettre au point un protocole d’analyse de tissu cérébral par 

microscopie super-résolutive STORM et d’utiliser cette technique sur des échantillons cérébraux et 

médullaires prélevés chez des patients atteints de maladies neurodégénératives afin de caractériser 

à l’échelle nanoscopique la composition et l’architecture des agrégats protéiques présents au sein 

des neurones. Notre perspective était d’employer cette approche sur des prélèvements issus de 

patients atteints de SLA afin de tenter de caractériser avec précision l’architecture et la composition 

des lésions observées dans la maladie, et d’émettre de nouvelles hypothèses sur les mécanismes 

physiopathologiques à l’origine de la dégénérescence motoneuronale. 

 

2.2. Contexte méthodologique et stratégie expérimentale 

Depuis 2010, nous travaillons avec le Dr Arnaud CHEVROLLIER à la mise en place des techniques 

d’imagerie super-résolutive STORM sur lignées cellulaires au sein de l’UMR CNRS 6015 INSERM 1083 

(Angers), en ciblant plus particulièrement l’étude de l’architecture du cytosquelette et du réseau 

mitochondrial dans les maladies neurodégénératives (Figure 10) (Codron et al., 2016 ; Codron et al., 

2018). 
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Figure 10. Système optique et exemples d’acquisition STORM du laboratoire UMR CNRS 6015 INSERM 1083, Angers. (a) 

microscope inversé NIKON ECLIPSE Ti-E (Nikon Instruments Europe, Amsterdam, The Netherlands) équipé d’un objectif 

CFI SR APO TIRF 100X ON1.49, d’un système Perfect Focus, d’un module ILas2 (Roper Scientific, Martinsried, Germany) 

et d’une caméra Evolve 128TM EMCCD 512 x 512 (Photometrics, Tucson, AZ, USA). (b) Microscopie conventionnelle en 

champ large sur fibroblaste de peau, noyau marqué en jaune et microfilaments d’actine en rouge. Barre d’échelle 10µm. 

(c) Étude des microfilaments d’actine à l’échelle nanoscopique en microscopie super résolution STORM. Le diamètre 

d’un microfilament d’actine est d’environ 10nm. (d) Microscopie conventionnelle en champ large sur fibroblaste de 

peau fixé, noyau marqué en bleu et filaments intermédiaires (vimentine) en blanc. Barre d’échelle 10µm. (e) Étude des 

filaments intermédiaires en microscopie super résolution STORM. (Images P. Codron – A. Chevrollier). 

 

Pour ce projet, nous avons couplé notre expertise développée dans ce domaine à l’expérience 

acquise au sein du service de neuropathologie du CHU d’Angers afin de mettre au point une 

technique de préparation et d’analyse de coupes histologiques de tissu cérébral par microscopie 

STORM. La résolution des images a été comparée à celles obtenues sur les mêmes tissus à partir de 

techniques de microscopie optique conventionnelle et électronique, en partenariat avec l’UMR 

CNRS 7225 - INSERM 1127 (Institut du Cerveau et de la Moelle épinière, Université Pierre et Marie 

Curie, Sorbonne Universités, Paris, France). Des techniques complémentaires ont été développées 

afin de permettre des acquisitions en double couleur et en 3 dimensions. Enfin, nous avons utilisé 

cette nouvelle approche pour caractériser à l’échelle nanoscopique les lésions intra- et extra-

neuronales caractéristiques de maladies neurodégénératives.  

 

Les résultats de ce travail sont rapportés dans l’article suivant. 
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Abstract:  

The development of STochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM) has contributed recently to 

major advances in the field of cell neuroscience. Here, we extended this technique to neuropathological 

tissue preparations to perform 2D-, 3D- and two-color STORM on human neocortex, white matter and 

brainstem samples. In particular, we imaged pathological protein aggregates in tissues from patients affected 

with neurodegenerative diseases, to visualize the architecture of Amyloid-β, Tau and Lewy pathologies with 

unprecedented details. Thus, this approach opens further gates to a more comprehensive understanding of 

the human brain organization and revelations about the underlying mechanisms responsible for common 

neurological diseases. 
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Imaging Human Brain at the Nanoscale Level with Level with Super-Resolution Microscopy 

 

 

Introduction 

Advances in neuroscience are closely linked to the progresses made in optical brain imaging. The invention 

of the microscope in the 17th century first allowed the characterization of the human brain at the cellular 

level and the emergence of clinical neurology, neurosurgery and psychiatry in the 18th and 19th centuries. 

Likewise, the understanding and classification of neurodegenerative disorders have benefited from the 

development of immunostaining techniques and multichannel fluorescence imaging in the second part of 

the 20th century. However, despite these advances, the diffraction barrier (~ 250 nm) remains a resolution 

limit for conventional light microscopy, hindering the precise characterization of subcellular structures.  

 

In the recent years, super-resolution microscopy techniques overcame this limit by using different concepts1. 

One of them, called STochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM), is based on single molecule 

localization by stochastic excitation of photo-switchable fluorescent molecules2. By improving the resolution 

barrier towards the nanometer scale (~20-50 nm), STORM allows the visualization of nanoscopic structures 

while retaining the advantages of optical microscopy such as sample preparation, molecular identification 

through immunostaining, and multicolor imaging3. This led in the field of neuroscience to the characterization 

of the periodic structure of axonal cytoskeleton in neurons4 and to the outlining of the spatial organization 

of synaptic proteins5. However, to date, the use of STORM microscopy was restricted to cultured cells and 

rodent brain, while so far no experiment on human cortex has been reported.  

 

In this study, we performed STORM on human brain structures combining cellular microscopy protocols with 

neuropathology tissue preparation techniques. Using an astigmatism-based imaging method and photo-

switchable fluorophores, we performed 2D-, 3D- and two-color STORM to characterize pathological 

structures in brain samples from patients with common age-related neurodegenerative diseases. 
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Results 

Super-resolution imaging of human brain samples 

To assess STORM technique on human brain tissue, we first aimed to image a well-defined histological 

structure as axon tracts from the neocortex. Prefrontal cortex samples of control subjects were 

immunostained using an anti-neurofilament primary antibody and a secondary antibody conjugated with the 

photo-switchable fluorophore Alexa Fluor (AF) 647. Coverslips with immunostained brain sections were 

bathed in a switching buffer and placed on the stage of an inverted motorized microscope equipped with a 

high-power laser module, a Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) system, and an Electron Multiplying 

Charge Coupled Device (EMCCD) single-photon sensitive camera (Fig. 1a). 

 

STORM is based on separating stochastically the emission of photo-switchable fluorescent molecules in time, 

so that each individual emitter can be distinguished from the others that reside within the same diffraction-

limited volume. For each acquisition, thousands of frames are recorded and each frame is computationally 

processed to detect activated fluorescent molecules, determine their center position, and report it as a single 

pixel on a corresponding reconstruction picture. The final super-resolved STORM image is obtained by 

merging all the reconstruction pictures in a single overlap image (Fig.1b, Supplementary Video 1). The total 

acquisition and reconstruction time for one super-resolved image lasts from 5 to 10 minutes, depending on 

the number of acquired frames. 

 

Using this technique, we imaged neurofilaments in axons with high resolution. Although neurofilament fibrils 

(~10 nm) could not be defined as well as when using Transmission Electron Microscopy (TEM), the axon 

caliber was significantly decreased compared the one found using conventional fluorescence microscopy 

(Supplementary Fig. 1). For the same prefrontal axons, the diameter in longitudinal sections and the area in 

transversal sections were more than 50% smaller when measured with STORM than with conventional 

fluorescence microscopy (p<0.001) (Fig. 1c-e). In contrast, there was no significant difference regarding these 

parameters from prefrontal cortex samples of an age-matched control subject, measured with STORM or 

TEM (p= 0.441 diameters, p = 0.596 areas). Thus, STORM provides a powerful tool to image human brain 

samples and a reliable method to measure histological structures at the nanoscale level. 
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Fig. 1. Super-resolution imaging of human brain samples. a, Schematic of the optical setup used for STORM imaging. 

I.B. = incident beam, E.F = evanescent field, R.B. = reflected beam. b, STORM acquisition of a cortical axon in a human brain section 

immunostained for neurofilaments (NF): a conventional fluorescence microscopy image was first acquired (left), excitation power 

was then strongly increased to induce fluorophore blinking and thousands of frames were recorded (center – up). Each frame was 

computationally processed to detect activated fluorescent molecules and report their center position as single pixels on a 

corresponding reconstruction picture (center – down). The final STORM image was obtained by merging all the reconstruction 

pictures in a single overlap image (right). IF = imaging frame. c, Representative images of longitudinally and transversally sectioned 

prefrontal cortex axons acquired with conventional fluorescence microscopy, STORM, and Transmission Electron Microscopy (TEM). 

d,e, Axon diameters (longitudinal sections) and areas (transversal sections) measured in human brain using conventional fluorescence 

microscopy, STORM, and TEM. Error bars indicate means with standard deviations. * p<0.001. 
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3D-STORM and two-color STORM imaging of human brain samples 

As three-dimensional and multichannel imaging provide fundamental insights into the architectural 

organization of nanoscale structures, we assessed STORM to image human brain sections, using an 

astigmatism-based method allowing a three-dimensional detection of individual fluorophore6. After setting 

a cylindrical lens in the detection path of the microscope, the z coordinate of each fluorescent molecule was 

determined from the ellipticity of its image. Prefrontal cortex samples of control subjects were 

immunostained for Neurofilaments, and after reconstruction, axons were visualized in 3D with high 

resolution and an imaging depth of ~0.5 µm (Fig. 2a). The cylindrical shape of the axon tracts was discernible 

and both longitudinal and transversal sections of the 3D modelled axon were similar in size to those obtained 

with 2D-STORM. 

 

Then, to assess two-color STORM imaging on cortex samples, we immune-stained human brain sections with 

two primary antibodies detecting nearby structures, the Bassoon and Homer 1 proteins from the synapses, 

and used secondary antibodies conjugated with the photoswitchable fluorophores AF 647 and AF 532. In 

conventional fluorescence microscopy, Bassoon and Homer 1 signals appeared diffuse and overlapping, and 

the synaptic clefts could not be precisely defined (Fig. 2b). In contrast, the two-color STORM imaging allowed 

to distinct pre- and postsynaptic protein clusters separated by the synaptic cleft, and to precise the exact 

size, orientation and organization of the synapses. Interestingly, multichannel imaging combining 

conventional fluorescence microscopy and STORM was also achievable, allowing super-resolution imaging of 

brain structures using both photoswitchable and non-photoswitchable fluorophores. Although less specific 

than two-color STORM, this technique can provide valuable information about the layout of adjacent 

structures, as for example myelin sheath around axonal tracts (Fig. 2c). Together, these results demonstrate 

the possibility to perform 3D and two-color STORM imaging with a nanoscale resolution on human brain 

samples. 
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Fig. 2. 3D-STORM and two-color STORM images of physiological structures in human brain. a1, Conventional fluorescence 

microscopy image of a longitudinally sectioned axon immunostained for neurofilament (NF) in prefrontal cortex. a2, STORM image 

of the same area. a3,a4, 3D-STORM reconstruction of the acquired axon, allowing a three-dimensional analysis of the structure at 

the nanoscale level. b1, Conventional fluorescence microscopy image of pre- and post-synaptic proteins Bassoon and Homer 1 in 

prefrontal cortex. b2, Two-color STORM image of the same area resolving distinct synaptic clusters. b3, Comparative TEM image of 

2 synapses with pre- (black arrowheads) and post- (white arrowheads) synaptic compartments. c1, Conventional fluorescence 

microscopy image of axonal NFs and oligodendrocyte Myelin Basic Protein (MBP) in peri-ventricular white matter. c2, Image of the 

same area combining conventional fluorescence microscopy (NF) and STORM (MBP). c3, Comparative TEM image of a transversally 

sectioned axon (asterisk) surrounded by oligodendrocyte processes and myelin sheath (white arrowhead). 
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Super-resolution imaging of Aβ and Tau Pathology 

Understanding the pathophysiology of neurodegenerative disorders to identify novel therapeutic prospects 

is a major challenge. As each of these diseases is defined by specific intra- or extra-cellular protein aggregates 

in distinctive anatomical brain regions, valuable insights will be provided by the precise characterization of 

the corresponding lesions. To this end, we focused on imaging Amyloid-β (Aβ), Tau and α-synuclein 

aggregates with STORM in samples from patients with parkinsonism and dementia. 

 

Alzheimer’s disease (AD) is the leading cause of dementia, with hallmarks of the disease consisting in the 

presence of extracellular deposits of Aβ peptides called senile plaques, and intracellular aggregates of 

hyperphosphorylated tau protein (pTau) called neurofibrillary tangles (NFT), essentially in the hippocampus, 

entorhinal cortex and neocortex7. As aggregate size can measure up to 100 µm, keeping an overall view of 

the whole lesions is critical to study Aβ and Tau pathology in the brain, while high resolution imaging is 

required to characterize the nanoscale organization of the misfolded proteins.  

 

Towards this goal, we imaged by STORM entire senile plaques and degenerating neurons together with 

performing observations at a nanoscale resolution. Tissue samples from the prefrontal, parietal and temporal 

cortex of AD patients were immunostained for Aβ and pTau (Ser202, Thr205). Auto-fluorescence quenchers 

were used to reduce the signal of lipofuscin, an autofluorescent pigment present in senescent neurons8. 

Lipofuscin signal was specifically detectable in neuron, but did not preclude STORM acquisitions. STORM 

images of ~30 μm diameter senile plaques and ~15 μm degenerating neurons with NFTs were acquired. While 

the Aβ fibrils and the paired helical filaments of Tau could not be identified as with TEM, the STORM images 

provided highly resolving details of the nanoscale distribution and size of Aβ peptides and pTau aggregates 

(Fig 3a,b). Aβ fibrils were highly reticulated and cross-linked in the extracellular matrix (Fig. 3a), while NFTs 

appeared denser, with both a honeycombed structure in the soma and a filamentous organization in the 

axon (Fig. 3b). These observations emphasize that STORM provides great insights in studying Aβ and Tau 

aggregates in brain samples from AD patients, which will contribute to a better understanding of their 

formation and generation of neuronal lesions. 
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Fig. 3. Super-resolution images of senile plaques and neurofibrillary tangles in AD brain samples. a1, Representative image of a 

senile plaque in the neocortex of a patient affected with AD (immunohistochemical detection of Aβ). a2, Conventional fluorescence 

microscopy image of a whole senile plaque in a neocortex section immunostained for Aβ. a3, STORM image of the same area. The 

high-magnification views of marked regions show fine details of the nanoscale distribution and size of Aβ. a4, Comparative TEM 

image of Aβ fibrils (black arrowheads) in a senile plaque. b1, Representative image of neurofibrillary tangles in the neocortex of a 

patient affected with AD (immunohistochemical detection of pTau). b2, Conventional fluorescence microscopy image of 

neurofibrillary tangles within the soma of a whole degenerating neuron surrounded by Aβ deposition in a neocortex section. b3, 

Same area imaged by combining conventional fluorescence microscopy and STORM. The high-magnification views of marked regions 

show the honeycombed structure of pTau aggregates in the soma and a filamentous organization in the axon. b4, Comparative TEM 

image of Tau filaments (white arrowhead) in neurofibrillary tangles. 
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Super-resolution imaging of Lewy Pathology 

Parkinson's disease (PD) and dementia with Lewy bodies (DLB) are two neurodegenerative diseases 

characterized by the presence of intra-neuronal α-synuclein immuno-reactive inclusions, called Lewy bodies 

(LB)9. The structure of LBs varies depending on their localization within the central nervous system. Two main 

types of LB can be defined: typical Lewy bodies (TLB) mainly found in the soma of the brainstem neurons, 

spherical with a pale core surrounded by a dense halo when studied in immunohistochemistery, and smaller 

cortical Lewy bodies (CLB), usually lacking the central core and peripheral halo, mainly detected in the axons 

of the neocortex (Fig. 4a). Accumulation of α-synuclein in dystrophic axons called Lewy neurites (LN) can also 

be observed. To date, the structure of LBs remains unclear, as the resolution of conventional fluorescence 

microscopy is too low to characterize their internal architecture and TEM does not provide sufficient 

information about protein content and organization. 

 

In order to characterize LB pathogenicity at the nanoscale level with a molecular staining approach, we 

performed STORM imaging using brain samples from PD and DLB patients. Neocortex from prefrontal and 

temporal samples and substancia nigra (brainstem) sections were immune-stained with α-synuclein 

(phospho S129) antibodies and images of TLBs, CLBs and LNs were acquired. The pale core and the dense 

halo of TLBs were observed both with conventional and super-resolution imaging, although only the STORM 

images defined precisely their internal organization (Fig. 4a). The pale core appeared empty, while the halo 

was made of an α-synuclein reticulated corona. Likewise, STORM imaging of CLBs revealed a dense 

honeycomb structure that could not be detected by conventional fluorescence microscopy (Fig. 4a). Finally, 

two-color STORM imaging of LB showed a central core of aggregated pTau surrounded by reticulated α-

synuclein (Fig. 4b). In contrast, LNs were composed of α-synuclein dense aggregates bounded by 

neurofilaments (Fig. 4c). These very first STORM images of α-synuclein aggregates hold great promise for 

characterizing the composition, organization and diffusion of Lewy pathologies in human brain and 

discovering the pathophysiological processes involved in α-synucleinopathies. 

 



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   40     

 

 

Fig. 4. Super-resolution images of Lewy bodies in PD and DLB brain samples. a1, Representative image of a typical Lewy body (black 

arrowhead) in the substantia nigra of a patient affected with PD (immunohistochemical detection of α-synuclein). a2, Conventional 

fluorescence microscopy image of a typical Lewy body in a substantia nigra section immunostained for α-synuclein. a3, STORM image 

of the same area resolving distinctly the α-synuclein reticulated corona of the Lewy body. a4, Representative image of cortical Lewy 

bodies (black arrowheads) and Lewy neurite (White arrowhead) in the neocortex of a patient affected with PD. a5, Conventional 

fluorescence microscopy image of a cortical Lewy body in a neocortex section immunostained for α-synuclein. a6, STORM image of 

the same area revealing the dense honeycomb organization of the Lewy body. b1, Conventional fluorescence microscopy image of a 

typical Lewy body immunostained for α-synuclein and pTau. b2, Two-Color STORM image of the same area showing a central core of 

aggregated pTau surrounded by reticulated α-synuclein. c1, Conventional fluorescence microscopy image of a Lewy neurite (black 

arrowhead) immunostained for α-synuclein and neurofilaments (NF). c2, Two-Color STORM image of the same area showing α-

synuclein dense aggregates bounded by neurofilaments. Note the unaffected axon with normal caliber (white arrowhead). 
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Discussion 

In this work, we combined approaches used for cellular imaging to neuropathological techniques in order to 

develop a reliable STORM protocol for observing human control and pathological brain samples. This allowed 

to characterize with a nanometer-scale precision the architecture of physiological structures in human cortex 

and white matter, such as axons, oligodendrocytes processes, and pre- and post-synaptic compartments. In 

addition, for the very first time, we imaged Aβ, Tau and Lewy aggregates with unprecedented details from 

brain samples of patients affected with neurodegenerative disorders. 

 

Until now, the only approach to image nanoscopic brain structures relied on TEM. While TEM imaging is time 

consuming, requires ultrathin tissue sections and stringent sample preparation, and limits its focus on 

restricted areas, STORM imaging retains the advantages of conventional fluorescence microscopy with 

respect to sample preparation, specificity of the molecular labelling, 3D acquisitions and multi-channel 

observations across large areas. The tissue preparation technique developed in this work for STORM brain 

tissue observations is time-saving and easily reproducible, as it is inspired by the protocols used routinely for 

conventional fluorescence microscopy. Moreover, it can be used on any brain tissue sample stored in a Brain 

Bank, with reagents and antibodies commonly employed in neuropathology departments and neuroscience 

research laboratories. Finally, the acquisition and reconstruction of a STORM image takes only a few minutes.  

 

Nevertheless, while attractive, performing STORM on human brain samples requires adjustments to generate 

high resolution final images. Regarding sample preparation, the first issue is the presence of sample-induced 

aberrations that can distort and blur single-molecule emission patterns, in particular when performing 3D 

acquisition. In this work, we selected to use <5 m tissue sections to limit the impact of optical artifacts on 

the final image. Imaging thicker brain sections can be considered, however it should require complementary 

techniques such as adaptive optics (AO)-based correction or self-interferences (SELFI) method to avoid 

excessive aberrations10,11. Sample preparation is also critical. First, the signal of auto-fluorescent materials 

must be reduced using quenchers. Likewise, the fluorophores must have high photoswitching kinetics and 

sufficient brightness to be detected properly. In this work, we chose to use AF 647 and AF 532 as they exhibit 

excellent photoswitching characteristics and have long wavelength excitation and emission, allowing deep 

tissue penetration and limiting background signal from tissue autofluorescence. The sizes of the antibodies 

used for immunostaining has also to be adapted to those of the analyzed nano-structures, as the combination 

of a primary and a secondary antibody can reach up to 30 nm distance. Nevertheless, we selected 

conventional immunostaining with antibodies routinely used in neuropathology departments, because they 

are accessible and commonly employed both in neuroscience research and clinicopathological practice. But 

the immunostaining protocol can involve fluorescent probes or primary antibodies conjugated with 

fluorophores to increase the accuracy of the measurements. Finally, the background fluorescence generated 
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by fluorophores located outside the focal plane must be reduced to its minimum. To meet this imperative, 

we used TIRF illumination12, with the incident beam reflected at the coverslip and the sample excited by the 

resulting evanescent wave, thus providing effective optical-sectioning and background reduction. However, 

as TIRF illumination is limited to a depth of a few micrometers, other approaches should be considered for 

imaging thicker tissue sections, such as light-sheet illumination or tissue clearing13. 

 

To conclude, STORM imaging of human tissue samples will provide valuable data about the organization and 

composition of physiological and pathological brain structures. In particular, the ultrastructural imaging of 

Aβ, pTau and α-synuclein pathological samples will further contribute to a more comprehensive 

understanding of the progressive mechanisms involved in AD, PD and DLB. Moreover, inferring correlations 

between clinical diagnosis and high-resolution imaging should further highlight ultrastructural differences 

between lesions, identify factors contributing to clinical heterogeneity, and define subclasses of diseases, 

precluding future therapeutic routes. Finally, the easiness of sample preparation should open a 

straightforward extension of this approach to study the pathological lesions of other neurodegenerative 

disorders such as Frontotemporal Lobar Dementia, Amyotrophic Lateral Sclerosis, Huntington disease, or 

Multiple Sclerosis, with promising new avenues to the current challenges in neuroscience. 
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Methods 

Tissue samples 

All post mortem brain samples used for STORM imaging were obtained from the Neurodegenerative Diseases 

Brain Bank of Angers University Hospital. Four patients with neurodegenerative disorders and 3 age-matched 

control subjects were chosen by screening archived histological sections. Samples from prefrontal cortex, 

parietal cortex, temporal cortex, peri-ventricular white matter, and substantia nigra were considered. 

Patient and control characteristics are reported in Supplementary Table 1. 

 

Immunostaining 

Cryopreserved brain samples were used for STORM imaging (samples bathed 30 seconds into iso-pentane 

immersed in liquid nitrogen during brain autopsy and stored dry at -80°C). Tissue samples were cryo-

sectioned at −20 °C into 5 µm thick sections using a Leica CM3050 S cryostat (Leica Biosystems, Wetzlar, 

Germany). Each frozen section was retrieved onto 22x22 mm N°1 cover glasses (Paul Marienfeld, Lauda-

Königshofen, Germany), air-dried for 45 minutes. After three washes in phosphate buffered saline (PBS) 

(PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) the sections were blocked and permeabilized in 0.1% triton X-100 and 

5 % bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) in PBS for 1 h at room temperature 

(RT). The sections were then washed and incubated over night at 4 °C with primary antibodies diluted in 

blocking solution. The next day, the sections were washed and incubated with appropriate AF-conjugated 

secondary antibodies (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) diluted in blocking solution for 2 hours 

at RT. Finally, DNA was counterstained with Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

diluted in PBS (1:200) for 5 minutes at RT. Sudan Black B (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) or TrueBlack® 

(Biotium, Fremont, CA, USA) were used to quench lipofuscin autofluorescence following manufacturer’s 

instructions. Antibodies and reagents references and dilutions are reported in Supplementary Table 2. 

 

STORM Acquisition 

For super resolution imaging, the cavity of a clean single depression slide (Paul Marienfeld, Lauda-

Königshofen, Germany) was filled with 50 μl of switching buffer (Abbelight, Paris, France), and covered by a 

coverslip, the sample side facing downward. Excess buffer was carefully wiped away, and the coverslip was 

sealed on its slide with the two-component silicone-glue Twinsil® (Picodent, Wipperfürth, Germany). 

After a drying time of 10 minutes, the device was placed on the stage of an inverted motorized microscope 

NIKON ECLIPSE Ti-E (Nikon Instruments Europe, Amsterdam, The Netherlands) equipped with a CFI SR APO 

TIRF 100X ON1.49 objective, a Perfect Focus System, and a Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) ILas2 

module (Roper Scientific, Martinsried, Germany). Image sequences were acquired with a single-photon 

sensitive camera Evolve 128TM EMCCD 512 x 512 imaging array, 16 x 16 μm pixels (Photometrics, Tucson, 

AZ, USA). Acquisitions were performed at fixed temperature 25°C (Okolab NA, Pozzuoli, Italy). Phase contrast 
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was first used for orientation and focus adjustment. The TIRF angle was then adjusted for each channel to 

reduce the background excitation. The region of interest was defined using the 647 nm and 532 nm laser 

line, and the 488 nm laser line was used to assess the autofluorescence signal. Prior to STORM imaging, a 

multichannel conventional fluorescence microscopy image was acquired for subsequent comparison with 

STORM image. The excitation power of either 647 nm or 532 nm laser line was then strongly increased (~50 

to 100 mW before the objective lens) to induce fluorophore blinking and preform STORM imaging. The em-

gain of the camera was set to high amplification to optimize the signal-to-noise ratio. Images were acquired 

with an integration time of 30 ms per frame. The total acquisition time points for each sequence was adapted 

to the observed structure and to the labelling density (5,000 to 20,000 frames). 

 

Image reconstruction 

The center positions of the fluorophores were determined by fitting of 2D Gaussian function with parameters 

of microscope’s point spread function (PSF) using WaveTracer software (Roper Scientific, Martinsried, 

Germany). Imaris 8.0 software (Bitplane, Zurich, Switzerland) was used for image processing and 

visualization. More than 300 STORM images have been acquired and analyzed in total. 

 

Immunohistochemistry 

Formalin-fixed tissue samples were embedded in paraffin and cut at 4 μm using a Leica RM125 microtome 

(Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Sections were collected on slides and immunostained using a fully 

automated IHC stainer Leica-BOND III (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Finally, samples were analyzed 

under a Zeiss Axioscop40 microscope equipped with an Axio-cam MRC5 camera, using AxioVisio 4.6 software 

(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). 

 

Electron microscopy  

Brain cortical samples from the middle frontal gyrus of the right hemisphere were collected between 1974 

and 198615. Biopsies were immediately fixed in Karnovsky’s solution, postfixed in osmium, and embedded in 

Araldite. Samples from a 38-year-old male subject who suffered a brain hemorrhage were used as control 

(laboratory identification #927). Samples from a 58-year-old male patient affected with a familial form of AD 

(M146L mutation of the PSEN1 gene) were used to study neurofibrillary tangles and senile plaques 

(laboratory identification #1507). Seventy-nm-thick ultrathin sections were collected on copper grids, and 

contrasted by incubation with 5 % uranyl acetate followed by lead citrate for 5 min each. Sections were 

analyzed with a Hitachi HT 7700 (Elexience, Verrieres le Buisson, France) electron microscope. More than 80 

TEM images have been analyzed in total for each sample. 
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Statistical analysis 

Statistical analyses were conducted using PRISM software version 5.0 for Windows (GraphPad, La Jolla, CA). 

Comparisons of means were performed using Student’s t-test for two groups analysis, and one-way analysis 

of variance (ANOVA) for multiple groups analysis, after verifying the Normal distribution and the 

homoscedasticity of data using Shapiro–Wilk’s test. In the absence of Normal distribution, the nonparametric 

Mann–Whitney U-test was used. Differences were considered to be significant at p<0.01. 

 

Ethical considerations 

Brain tissue samples were stored in the Biological Resource Centre « Neurodegenerative disorders » 

(national identifier BB-0033-00038) after being authorized by the Regional Ethics Committee West II 

(declaration number DC-2011-146). The study protocol has been declared to the French commission for 

information technology and civil liberties (declaration number ar19-0012v0). An anonymous database and a 

list of correspondence have been generated and stored on a hard disk of the University Hospital of Angers 

with restricted access. 

 

Reporting Summary.  

Further information on research design is available in the Nature Research Reporting Summary linked to this 

article. 

 

Data availability 

The data sets generated and analyzed during the current study are available from the corresponding author 

on reasonable request.  
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Supplementary data  

Supplementary Figure 

 

Supplementary Fig. 1. Comparison of conventional fluorescence and STORM imaging of axonal processes. a1, Conventional 

fluorescence image of a longitudinally sectioned axon immunostained for neurofilaments (NF) in prefrontal cortex. a2, STORM 

image of the same area. b, Representation of the cross-sectional profiles (dotted lines in a) through axonal process. Error bars 

indicate mean with standard error, n=8 measures per image. 

 

Supplementary Movie 

Supp Movie 1. Super-resolution imaging of human brain samples with STORM. STORM imaging of a cortical axon in a human brain 

section immunostained for neurofilaments. 

 

 



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   48     

Supplementary Tables 

Supplementary table 1: Controls and patients clinical and pathological characteristics. 

Identifier Gender Age Clinical information Tau and Aβ pathology7 Lewy pathology14 

17N00233 M 25 Control (BH) - - 

18N00117 F 48 Control (AMOF) - - 

18N00032 M 70 Control (AMOF) - - 

18N00040 F 86 Dementia A3-B3-C3 - 

18N00132 F 66 Dementia A4-B5-C3 - 

18N00068 F 58 Parkinsonism A4-B5-C3 Stage 4 

17N00238 M 74 Parkinsonism A2-B3-C3 Stage 5 

AMOF: Acute Multiple Organ Failure, BH Brain Hemorrhage. 

 

Supplementary table 2: Antibodies and reagents. 

Primary antibodies Host Company Catalog Number Dilution 

Alpha-synuclein (phospho S129) Rabbit Abcam ab209422 1:1000 

Bassoon Rabbit Synaptic Systems 141003 1:250 

Beta Amyloid Rabbit Abcam ab2539 1:1000 

Beta Amyloid Mouse Dako-Agilent M0872 1:1000 

Homer 1 Mouse Synaptic Systems 160011 1:500 

Myelin Basic Protein Rabbit Dako-Agilent A0623 1:250 

Neurofilament Mouse Monosan MON3004-1 1:1000 

Phospho-Tau (Ser202, Thr205) Mouse Thermo Fisher  MN1020 1:1000 

Secondary antibodies Host Company Catalog Number Dilution 

Alexa Fluor 532 anti-Mouse IgG  Goat Thermo Fisher  A-11002 1:2500 

Alexa Fluor 647 anti-Mouse IgG  Goat Thermo Fisher  A-21235 1:2500 

Alexa Fluor 532 anti-Rabbit IgG  Goat Thermo Fisher  A-11009 1:2500 

Alexa Fluor 647 anti-Rabbit IgG  Goat Thermo Fisher  A-21244 1:2500 

Reagents or Resources Company Catalog Number 

Abbelight smart kit STORM Abbelight SMART KIT-1 

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich A6003 

Fluoromount-G®  Southern Biotech 0100-01 

Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific H3570 

Microscope cover glasses  Paul Marienfeld 0102052 

Microscope slide with single cavity Paul Marienfeld 1320000 

Paraformaldehyde Sigma-Aldrich P6148 

Phosphate Buffered Saline Pan Biotech P04-53500 

Sudan Black B Sigma-Aldrich 199664 

Triton X-100 Sigma-Aldrich T9284 

TrueBlack® Biotium CAT#23007 

Twinsil® Picodent CAT#13001000 
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3. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

3.1. Principaux résultats de l’étude 

Dans ce travail nous avons mis au point une technique novatrice d’analyse super-résolutive de tissu 

cérébral humain en utilisant une approche pluridisciplinaire. La résolution des images est élevée, 

proche de celles obtenues en microscopie électronique, et les techniques complémentaires en 

double couleur et 3D-STORM permettent une analyse plus complète de la composition et de 

l’architecture des structures étudiées.  

Le développement de la technique de microscopie super-résolutive STORM constitue une avancée 

considérable dans le domaine de la microscopie optique. Si le matériel nécessaire à la réalisation 

des acquisitions était initialement onéreux et son utilisation particulièrement complexe, la 

commercialisation des outils d’imagerie super-résolution par différents constructeurs a permis ces 

dernières années une démocratisation de la technique et son utilisation par de nombreuses équipes 

de recherche. Les fabricants proposent désormais des modules complémentaires qu’il est possible 

d’implémenter directement sur un statif déjà disponible, diminuant ainsi les couts d’acquisition. De 

plus, certains constructeurs proposent des appareils et réactifs clé-en-main, facilitant d’autant plus 

la mise en place du dispositif au sein d’une unité de recherche. Enfin des logiciels open source 

intuitifs permettant une reconstruction fiable d’images super-résolues sont disponibles en 

téléchargement libre. 

Sur un plan pratique, si les temps d’acquisition et de reconstruction des images sont plus importants 

qu’en imagerie optique conventionnelle (environ 10 minutes pour l’obtention d’une image STORM), 

ce délai reste raisonnable en regard du gain résolutif permis par la technique. Dans cette étude nous 

avons choisi d’employer un protocole classique d’immunomarquage basée sur l’utilisation 

d’anticorps primaires ciblant une protéine spécifique de structure, et un anticorps secondaire 

couplé à un fluorochrome permettant la révélation du premier. Nous nous sommes par ailleurs 

attachés à utiliser des anticorps communs, utilisés en routine dans les services d’anatomopathologie 

et les laboratoires de recherche en neurosciences, afin de favoriser la diffusion de la technique. 

Toutefois ce choix méthodologique diminue sensiblement la résolution des images acquises : en 

effet, le complexe antigène + anticorps primaire + anticorps secondaire peut mesurer jusqu’à 30 

nm, de par la taille des immunoglobulines utilisées. Si cette distance est négligeable en microscopie 

conventionnelle, elle peut gêner les mesures et études en colocalisation lors d’une acquisition en 

nanoscopie. Nous travaillons actuellement sur la mise au point de techniques de préparation 
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permettant de réduire la taille du complexe de marquage, en utilisant des anticorps primaires 

directement couplés à un fluorochrome, des immunoglobulines recombinantes de plus petite taille 

(fragments Fab, fragments monocaténaires), et des sondes fluorescentes. Cette stratégie permettra 

d’obtenir un signal au plus proche de la structure et diminuer les artéfacts de marquage. 

La technique d’imagerie STORM présentée dans cet article permet l’analyse d’échantillons de tissu 

cérébral de patients à l’échelle nanoscopique. L’extension et l’adaptation de ce protocole à d’autres 

types de tissus peuvent être envisagées, ouvrant de nombreuses perspectives dans les champs de 

la recherche et du diagnostic : échantillons issus de modèles animaux ou végétaux, biopsie de 

patient ou encore matériel autopsique. Il est toutefois important de considérer qu’une connaissance 

des principes fondamentaux de physique optique et d’imagerie cellulaire, ainsi qu’une formation à 

la discipline anatomopathologique (préparation d’échantillons et lecture de lames) sont nécessaires 

pour permettre l’acquisition d’images STORM sur coupes tissulaires, pouvant ainsi constituer une 

limite technique.  

 

3.2. Perspectives en recherche 

3.2.1. Analyse des lésions motoneuronales dans la SLA à l’échelle nanométrique 

Dans cette étude, les délais d’accès aux tissus cérébraux et médullaires de patients atteints de SLA 

stockés au sein du Centre de Ressources Biologiques (CRB) du CHU d’Angers suivant l’émission de 

l’autorisation de Comité de Protection des Personnes (CPP) n’ont pas rendu possible l’utilisation ces 

prélèvements pour ce projet. La technique a donc été initialement mise au point sur des échantillons 

de patients et sujets contrôles déjà accessibles au sein du laboratoire au moment de la délivrance 

des autorisations administratives et éthiques. Les résultats obtenus pour l’analyse d’agrégats 

protéiques dans les maladies d’Alzheimer et de Parkinson nous incitent à poursuivre ce travail et 

utiliser l’imagerie STORM pour caractériser la composition et l’architecture des lésions observées 

au sein du SNC des patients atteints de SLA.  

En effet, si les observations anatomo-histologiques ont indiscutablement permis d’émettre des 

hypothèses quant aux mécanismes de neurodégénérescence impliqués dans la SLA, les contraintes 

résolutives et techniques des approches d’imagerie cellulaire conventionnelles rendent difficile 

l’obtention de nouvelles données pathologiques. 

Cette limite est d’abord présente à l’échelle cellulaire, dans les analyses morphologiques visant à 

caractériser avec précision la localisation des agrégats protéiques au sein des neurones et leurs 
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rapports aux autres structures intracellulaires. Une étude récente portant sur la présence d’agrégats 

intra-mitochondriaux de protéine TDP-43 avait utilisé une approche en immunofluorescence 

conventionnelle en double marquage sur tissu médullaire de patient (Figure 11a) (Wang et al., 2016 

sup data). Si les résultats obtenus permettent de suspecter une proximité des agrégats protéiques 

et des mitochondries au sein des motoneurones, la localisation exacte de TDP-43 autour ou au sein 

de cet organite reste à définir. Une analyse en imagerie double couleur STORM ciblant TDP-43 et 

différents marqueurs mitochondriaux (membrane externe, membrane interne, matrice) 

permettrait ainsi de confirmer et de préciser à l’échelle nanoscopique la localisation intra-

mitochondriale de ces inclusions. Plus généralement, une telle approche permettrait d’étudier les 

rapports des agrégats protéiques avec les différents organites intracellulaires des motoneurones 

(lysosomes, peroxysomes, noyau). 

A l’échelle moléculaire, les limites résolutives des systèmes optiques et les difficultés techniques de 

l’imagerie électronique empêchent la caractérisation précise de la constitution et de l’architecture 

des agrégats intraneuronaux. Une étude en immunofluorescence utilisant une acquisition en triple 

marquage TDP-43, périphérine et ubiquitine suivie d’un traitement numérique par déconvolution 

des images obtenues afin d’en augmenter la résolution, avait permis d’observer une organisation 

en bulbe d’oignon des agrégats (Figure 11b) (Sanelli et al., 2007). La protéine TDP-43 étant située 

en périphérie de ces inclusions, les auteurs avançaient l’hypothèse d’une implication plus 

importante de la périphérine, située plus au cœur des agrégats, dans les mécanismes 

physiopathologiques à l’origine de la maladie. Toutefois, compte tenu de la possible construction 

d’artéfacts numériques résultant de l’application d’algorithmes de déconvolution aux images 

acquises par système optique, l’utilisation d’une imagerie STORM (double couleur et 3D) plus 

résolutive et basée sur la détection directe du signal fluorescent permettrait un complément 

d’analyse plus précis mais également plus fiable. 
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Figure 11 : Limites techniques actuelles rencontrées en imagerie optique conventionnelle pour l’étude des rapports 

et de l’ultrastructure des agrégats protéiques intraneuronaux chez les patients atteints de SLA. a. Travaux de Wang 

et al., 2016 (supp data) : si la superposition (jaune) des signaux émis par l’immunomarquage ciblant TDP-43 (rouge) et 

des deux marqueurs mitochondriaux (COXIV et VDAC1, en vert) permet de suspecter une proximité des agrégats 

protéiques avec les mitochondries au sein des motoneurones, la localisation exacte de TDP-43 autour ou au sein de cet 

organite reste à définir. Barres d’échelle 20 µm (2 µm inset) b. Travaux de Sanelli et al., 2007 : l’utilisation d’algorithmes 

de déconvolution permet d’augmenter numériquement la résolution d’images acquises en immunofluorescence et 

étudier l’ultrastructure et la composition des agrégats intraneuronaux. Toutefois la possible présence d’artéfacts 

construits doit être prise en compte dans l’interprétation des images obtenues. Barre d’échelle 10 µm. 

 

Dans cette optique, un travail préliminaire a été effectué sur tissu cérébral (cortex moteur) de sujets 

contrôles afin d’évaluer les possibilités d’utilisation de cette technique pour l’étude des agrégats de 

TDP-43 à l’échelle nanoscopique. Un immunomarquage dirigé contre les protéines TDP-43 

(Proteintech 10782-2-AP, 1:750) et Lamine A/C (Novocastra NCL-LAM-C/C, 1:2000) a été réalisé. Les 

premières images obtenues nous ont permis de confirmer la possibilité de retenir cette méthode 

pour l’étude de TDP-43 en STORM, et d’observer avec précision la distribution de la protéine au sein 

du noyau des neurones en conditions normales (Figure 12a).  
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Figure 12. Protocole d’imagerie STORM sur tissu cérébral et musculaire. (a) Acquisition en Champ Large (Wide 

Field) et STORM d’un noyau de motoneurone central (cortex moteur de sujet contrôle). Immunomarquage dirigé 

contre les protéines TDP-43 et Lamine A/C. (b) Acquisition en Champ Large et STORM de myofibrilles au sein d’un 

myocyte en coupe longitudinale (biopsie musculaire de sujet contrôle). Marquage de l’actine par sonde 

Phallotoxine-647. (Images : P. Codron). 

 

3.2.2. Protocole d’analyse du tissu musculaire en microscopie STORM 

Nous avons également adapté les techniques de préparation et lecture afin de permettre l’analyse 

en microscopie STORM de tissu musculaire provenant de biopsies effectuées en ambulatoire chez 

des patients atteints de maladies neuromusculaires. Nous avons ainsi pu obtenir des images super-

résolutives de myofibrilles de fibres musculaires en utilisant un marquage de l’actine par 

Phallotoxine-647 (Thermo-Fisher Scientific) (Figure 12b,c). Ainsi, l’étude des structures intra- et 

inter-myofibrillaires des fibres musculaires squelettiques prélevées chez des patients atteints de SLA 

sporadique pourrait mettre en lumière des lésions auparavant indétectables en microscopie optique 

conventionnelle.  
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4. CONCLUSION ET OUVERTURE 

Un projet de recherche financé par le CHU d’Angers (appel d’offre interne 2019) débutera au mois 

de Novembre 2019, avec pour objectif l’analyse en microscopie super-résolutive STORM de coupes 

histologiques cérébrales et médullaires de patients atteints de SLA sporadique. Nous utiliserons les 

échantillons de cerveau de patients issus de la Biocollection du service de neuropathologie du CHU 

d’Angers comptant plus de 50 cerveaux et moelles épinières de patients atteints de SLA. Nous 

étudierons avec précision l’architecture des lésions présentes au sein des motoneurones des 

patients, en nous intéressant plus particulièrement aux agrégats de protéine TDP-43, aux anomalies 

du cytosquelette et à l’architecture du réseau mitochondrial. Des échantillons de sujets contrôles, 

dont l’étude histologique n’a pas permis de retrouver de signes de neurodégénérescence active, 

seront utilisés comme contrôle. Un travail complémentaire portant sur des biopsies musculaires 

sera également effectué, afin de tenter d’identifier des anomalies ultrastructurelles au sein des 

myofibrilles des patients. L’utilisation de l’imagerie STORM pour l’analyse d’échantillons cérébraux 

et médullaires prélevés chez des patients atteints de SLA pourrait permettre de caractériser à 

l’échelle nanoscopique la composition et l’architecture des lésions observées au sein des 

motoneurones et d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes physiopathologiques à 

l’origine de la maladie. Les corrélations clinico-histologiques obtenues par une approche 

translationnelle pourront également permettre de détacher différents profils de patients.  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   55     

CHAPITRE 2 
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ÉTUDE DE L’ULTRASTRUCTURE ET DU METABOLISME DE FIBROBLASTIQUES 

EN CULTURE ISSUS DE PATIENTS ATTEINTS DE SLA SPORADIQUE 

 

1. PRELEVEMENTS CUTANES ET FIBROBLASTES EN CULTURE 

1.1. La biopsie cutanée pour l’étude des maladies neurodégénératives 

Si l’approche anatomo-clinique a indiscutablement joué un rôle central dans l’émergence des 

hypothèses portant sur la physiopathologie de la SLA, son caractère observationnel post-mortem 

empêche l’approche interventionnelle permise par les expérimentations in vitro et in vivo. 

Toutefois, l’impossibilité d’obtenir des lignées primaires neuronales de patients, les difficultés 

techniques et les coûts engagés pour la genèse de cellules souches pluripotentes induites (iPSC), et 

l’absence de modèle cellulaire ou animal reproduisant fidèlement les mécanismes de 

neurodégénérescence en œuvre dans la maladie constituent des limites certaines. 

Ces dernières années, un nombre croissant de travaux a porté sur l’étude des anomalies cutanées 

présentées par les patients porteurs de maladies neurodégénératives. En effet, en raison de l’origine 

embryonnaire ectodermique commune de la peau et du système nerveux, certaines lésions proches 

de celles observées au sein du SNC peuvent être détectées au niveau cutané par analyses 

histologiques. La réalisation d’une biopsie cutanée - peu invasive - offre en outre la possibilité de 

générer des cultures de fibroblastes dérivant directement des patients. Ces cellules dont le 

phénotype se rapproche en certains points de celui des astrocytes et des neurones (Janmaat et al., 

2015) permettent une approche translationnelle particulièrement intéressante pour l’identification 

et l’étude de marqueurs biologiques du vivant des patients (del Hoyo et al., 2006 ; Auburger et al., 

2012 ; Mocali et al., 2014 ; Khan et al., 2015 ; Codron et al., 2016). 

 

1.2. Applications dans le domaine de la SLA 

Dans le champ de la recherche sur la SLA, les études histologiques menées depuis 2010 sur tissu 

cutané de sujets atteints de la maladie ont révélé des anomalies similaires à celles observées au 

niveau de la moelle épinière des patients, telles qu’une augmentation de l’expression de la protéine 

TDP-43 (Suzuki et al., 2009), une fragmentation du réseau mitochondrial (Rodrígez et al., 2012), une 

augmentation des marqueurs de l’inflammation (Fukazawa et al., 2013, Ono et al., 2001) et de 

l’expression des protéines de l’homéostasie telles que l’Ubiquitine (Watanabe et al., 2010) et la VCP 
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(Ishikawa et al., 2012), et une augmentation des taux de collagénases et métalloprotéinases 

(Fullmer et al., 1966 ; Fang L et al., 2009) associée à une désorganisation du collagène (Ono et al., 

1988, Kolde et al., 1996). 

Compte tenu de ces résultats, un nombre croissant d’études a porté sur des fibroblastes en culture 

obtenus à partir de prélèvements cutanés de patients atteints de SLA. Ces travaux ont 

principalement été menés sur des fibroblastes issus de patients atteints de formes familiales de la 

maladie. En effet, ces cellules exprimant naturellement des mutations pathogènes, elles constituent 

un bon modèle d’étude de la fSLA. Les principaux résultats de ces études sont reportés dans le 

Tableau 2. 

 

Tableau 2. Principaux résultats des études menées sur des fibroblastes en culture générés à partir de prélèvements 

cutanés de patients atteints de SLA familiale. (P. Codron) 
 

Auteurs Mutations (patients) Principaux Résultats 

Bartolome et al., 2013 VCPR155C (n=1), VCPR155H (n=1),  

VCPR191Q (n=1) 

Abaissement du potentiel de membrane mitochondrial, 

diminution de la production d'ATP. 
 

Schwartz et al., 2014 FUSH517Q (n=1), FUSM511Nfs*6 (n=1) Agrégats intranucléaires de la protéine FUS, 

hyperphosphorylation de l'ARN-polymérase II. 
 

Allen et al., 2014 SOD1I113T (n=3) Diminution de production d'ATP par phosphorylations 

oxydatives et augmentation des voies de la glycolyse. 
 

Bannwarth et al., 2014 CHCHD10 (n=1) Diminution de production d'ATP par phosphorylations 

oxydatives, diminution de la consommation en dioxygène, 

fragmentation du réseau mitochondrial. 
 

Yu et al., 2015 FUSR521C (n=1), FUSR514G (n=1) Relocalisation cytosolique de la protéine FUS. 
 

Yang S et al., 2015 UBQLN2T487I (n=1),TDP-43M337V (n=2) Présence d'agrégats cytosoliques ubiquitinylés de TDP-43 après 

traitement par MG132 (inhibition de l'UPS), Sodium Arsenite et 

H2O2 (induction d’un stress oxydant). 
 

Sabatelli et al., 2015 TDP-43A382T (n=2), TDP-43G294V(n=1), 

SOD1L84F (n=1), SOD1D90A(n=1) 

SOD1G93D(n=1), SOD1E133del(n=1),  

FUSR521C (n=1), FUSc*59G>A (n=1),  

C9ORF72 expansions (n=3) 
 

Présence d'agrégats cytosoliques de TDP-43 chez les 

fibroblastes porteurs de mutations sur les gènes TARDBP, FUS 

et C9Orf72. Diminution de l'expression de la protéine chez les 

fibroblastes porteurs d'une mutation sur le gène SOD1. 

Onesto et al., 2016 TDP-43A382T (n = 3)  

C9ORF72 expansions (n = 4) 

Absence de relocalisation cytosolique ou mitochondriale de 

TDP-43. Fragmentation du réseau mitochondrial. Élévation du 

potentiel de membrane mitochondrial associée à une 

augmentation de la consommation d'ATP, du stress oxydant et 

de la mitophagie chez les fibroblastes C9Orf72. 

Orrù et al., 2016 TDP-43A382T (n= 2) Diminution du nombre de stress granules et de la viabilité 

cellulaire chez les fibroblastes porteurs de la mutation après 

induction d'un stress oxydant par Sodium Arsenite.  
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1.3. Enjeux pour la recherche sur la SLA sporadique 

Les résultats de ces travaux nous ont amenés à envisager l’utilisation de fibroblastes issus de 

patients atteints de sSLA pour l’étude de la forme sporadique de la maladie. En effet, compte tenu 

de l’absence de mutation impactant directement la machinerie cellulaire chez ces cellules, la mise 

en évidence d’anomalies caractéristiques de la SLA traduirait l’existence de mécanismes pathogènes 

systémiques telles qu’une susceptibilité polygénique ou l’exposition à des facteurs 

environnementaux. Ainsi, la présence d’altérations chez ces cellules pourrait amener à conforter le 

fibroblaste comme modèle d’étude primaire de la SLA sporadique, et la caractérisation de ces 

anomalies pourrait permettre d’améliorer notre compréhension de la physiopathologie de la 

maladie. De plus, la mise en perspective des phénotypes cellulaires avec les paramètres cliniques 

des patients (âge, forme de la maladie, durée d’évolution) par une approche translationnelle 

permettrait d’identifier de potentiels marqueurs biologiques diagnostiques et pronostiques de la 

maladie observables du vivant des patients, particulièrement utiles en pratique clinique.  

 

2. MISE EN PLACE DE L’ETUDE 

2.1. Problématique et objectifs 

Dans ce second travail nous avons cherché à caractériser le phénotype cellulaire de fibroblastes 

issus de patients atteints de SLA sporadique, en nous intéressant plus particulièrement aux 

signatures pathologiques centrales de la maladie. Notre objectif était de mettre en évidence la 

présence d’agrégats cytoplasmiques de protéine TDP-43, une désorganisation du cytosquelette, une 

fragmentation du réseau mitochondrial, et une altération du métabolisme énergétique et de la 

réponse au stress oxydant. 

 

2.2 Contexte méthodologique et stratégie expérimentale 

Ce projet a été financé conjointement par l’Université d’Angers (bourse d’étude) et le CHU d’Angers 

(appel d’offre interne 2016). L’inclusion des sujets (patients et témoins) a été réalisée 

prospectivement au sein du centre SLA du CHU d’Angers à partir du 1er décembre 2016 après 

validation du protocole de recherche par l’ANSM et le CPP Ouest 2. Un examen neurologique et un 
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prélèvement cutané ont été effectués lors d’une consultation avec l’investigateur principal pour 

l’ensemble des sujets participant à la recherche après signature d’un consentement éclairé. Les 

critères d’inclusion ont été définis à priori pour les patients (SLA cliniquement définie selon les 

critères d’El Escorial révisés - Airlie House, absence de comorbidité ou traitement susceptible de 

perturber le métabolisme énergétique ou protéique) et témoins (examen neurologique normal, 

absence de comorbidité ou traitement susceptible de perturber le métabolisme énergétique ou 

protéique). Les fibroblastes obtenus à partir de la biopsie de peau ont été amplifiés et cryo-congelés 

lors des premiers passages. La caractérisation génétique des patients a été réalisée au CHU de Tours 

(Laboratoire de Neurogénétique et Métabolomique, UMR INSERM U930, Tours), afin de s’assurer 

de l’absence de mutations sur les gènes responsables des formes familiales de SLA. La cinétique de 

croissance des cellules a été étudiée grâce au système IncuCyte® permettant le relevé automatisé 

de la confluence cellulaire au sein d’un incubateur. La localisation de la protéine TDP-43, 

l’architecture du cytosquelette et la dynamique du réseau mitochondrial ont été étudiées par 

microscopie à épifluorescence et super-résolution STORM. La production de radicaux libres 

oxydants a été quantifiée par microscopie à l’aide de sondes fluorescentes sensibles aux ROS. Enfin, 

la constitution de granules de stress a été étudiée par immunofluorescence après induction d’un 

stress oxydant par Sodium Arsenite. 

Un travail complémentaire portant plus spécifiquement sur le métabolisme énergétique et lipidique 

de ces fibroblastes a été réalisé en parallèle par le Dr VEYRAT-DUREBEX au sein du laboratoire en 

utilisant des techniques d’oxygraphie, de métabolomique, de lipidomique et de séquençage de 

l’ADNmt. Ce travail a été effectué en partenariat avec l’UMR INSERM U930 de Tours et les Centres 

de Référence SLA de Tours et Limoges. 

Les résultats de ces travaux sont rapportés dans l’article suivant (Codron et al.2018) et dans l’article 

complémentaire n°1 situé en annexe (Veyrat-Durebex et al., 2018).  
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3. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

3.1. Principaux résultats de l’étude 

3.1.1. Ultrastructure, métabolisme et réponse au stress des fibroblastes 

Cette étude est la première à avoir analysé de façon spécifique et simultanée différents paramètres 

pathologiques propres à la SLA sporadique chez des fibroblastes issus de patients prélevés 

prospectivement. Malgré une inclusion basée sur des critères stricts et l’utilisation de techniques 

hautement résolutives, ce travail n’a pas permis de mettre en évidence de différence significative 

entre les fibroblastes de patients atteints de sSLA et les contrôles. Le faible nombre de sujets, bien 

que dans la moyenne pour ce type de travail, a pu diminuer la puissance de notre étude. Toutefois 

l’absence de tendance observée malgré une bonne représentativité des différentes formes de la 

maladie exclue toute possibilité de retenir ces paramètres comme potentiels biomarqueurs de SLA 

sporadique en pratique clinique. 

Les analyses en oxygraphie et le séquençage de l’ADN mitochondrial réalisés en parallèle par le Dr 

Veyrat-Durebex sur ces cellules n’ont pas mis en évidence d’anomalie du métabolisme énergétique 

mitochondrial ni d’altérations de l’ADNmt. En revanche, l’utilisation d’une approche multi-omique 

a permis d’identifier plusieurs signatures métaboliques et lipidiques, portant en particulier sur les 

voies du métabolisme des purines et pyrimidines et les taux de phosphatidylcholine et 

phosphatidylethanolamine. Si ces signatures métaboliques ne semblent pas suffisantes pour être 

responsables à l’échelle cellulaire d’altérations ultrastructurelles compte tenu des résultats obtenus 

dans notre étude, elles ont permis de discriminer efficacement les patients atteints de sSLA des 

sujets contrôles, constituant ainsi de potentiels biomarqueurs de la maladie. 

 

3.1.2. Données Bibliographiques 

Durant la réalisation de ces deux projets, plusieurs travaux portant sur des fibroblastes en culture 

issus de patients atteints de SLA sporadique ont été publiés, permettant une mise en perspective 

de nos résultats avec les données de la littérature. Deux études ayant analysé chacune la localisation 

intracellulaire de TDP-43 chez des fibroblastes issus de 6 patients atteints de SLA sporadique par 

imagerie cellulaire et immunoblot ont conforté nos résultats en ne mettant pas en évidence de 

relocalisation cytoplasmique de la protéine chez ces cellules (Sabatelli et al., 2016 ; Paré et al., 2016). 

De même, deux études portant respectivement sur la production de ROS (nombre de patients n=10) 

et la réponse au stress oxydant (n=2) n’avaient pas retrouvé de différence significative avec les 
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contrôles (Sala et al., 2009 ; Orrù et al., 2016). Enfin, une étude portant sur le métabolisme 

énergétique de fibroblastes de patients atteints de sSLA (n=12) n’avait pas permis d’objectiver 

d’atteinte de l’activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale, de 

mutation de l’ADNmt ni de production excessive de ROS (Bradley et al., 2009). Toutefois, les auteurs 

d’une étude plus récente (n=6) ont identifié une diminution de la respiration mitochondriale à l’état 

basale (Allen et al., 2015), tandis que deux autres études (n=50, n=171) mettaient en évidence un 

état hypermétabolique des cellules de patients associant une stimulation des voies de la glycolyse 

et des phosphorylations oxydatives mitochondriales avec élévation du potentiel de membrane (Kirk 

et al., 2014 ; Konrad et al., 2017). L’hétérogénéité de ces derniers résultats peut être liée à certaines 

différences portant sur les populations de patients étudiées. En effet, les techniques d’analyse du 

métabolisme mitochondrial sont particulièrement sensibles aux caractéristiques cliniques des 

patients, telles que l’âge, le sexe, la durée évolution de la maladie, l’existence d’une atteinte 

respiratoire, la prise de traitements, ou encore la présence de comorbidités associées. Ces 

paramètres n’ayant pas fait l’objet d’analyses complémentaire correctives dans ces études, ils 

peuvent être au moins en partie à l’origine de certaines des différences observées. Il est également 

intéressant de noter que deux de ces travaux portaient sur de larges effectifs. Il est probable que 

compte tenu du nombre important de sujets inclus, une proportion de patients hypermétaboliques 

proche de celle observée dans les études cliniques ait été analysée, déplaçant les résultats 

d’ensemble vers la significativité en cas d’altérations importantes du métabolisme énergétique chez 

ces sujets (aucune de ces études n’a pris en compte le statut métabolique des patients inclus). 

La dissociation entre ultrastructure et métabolisme observée dans ces travaux amène à privilégier 

une approche fonctionnelle lors de l’étude de fibroblastes de patients atteints de SLA. L’une des 

raisons de cette dissociation pourrait être le trop faible impact des modifications métaboliques sur 

la croissance et l’ultrastructure cellulaires. L’absence de marqueurs pathologiques au sein des 

fibroblastes pourrait également provenir de la trop grande différence phénotypique entre ces 

derniers et les motoneurones. Ces dernières années, plusieurs approches expérimentales ont vu le 

jour pour permettre d’obtenir des lignées neuronales ou gliales à partir de fibroblastes de peau. Ces 

méthodes de conversion, par le biais d’iPSC (Burkhardt et al., 2013 ; Fujimori et al., 2018 ; Sun et al., 

2018) ou plus directes (Meyer et al., 2014), ont permis de mettre en évidence des anomalies 

métaboliques et morphologiques (dont la présence d’inclusions protéiques) chez les neurones 

obtenus. D’un apport considérable, les contraintes matérielles, techniques et financières de ces 

approches constituent toutefois une limite à leur mise en place au sein d’une équipe de recherche. 
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3.2. Perspectives en recherche  

3.2.1. Paramètres énergétiques et hypermétabolisme clinique 

Les résultats de nos travaux amènent plusieurs perspectives d’études complémentaires. Il apparaît 

tout d’abord intéressant de tenter de déterminer si les anomalies du métabolisme énergétique 

constatées dans certaines études chez les fibroblastes de patients atteints de SLA sont en lien avec 

l’existence d’un syndrome hypermétabolique clinique, et si ces anomalies sont responsables d’une 

altération de paramètres ultrastructurels tels qu’observés au sein des motoneurones. La 

construction d’une étude prospective s’attachant à caractériser le statut métabolique des sujets lors 

de l’inclusion permettrait d’apporter certains éléments de réponse. La mise en évidence 

d’anomalies spécifiques chez les sujets atteints de SLA présentant un syndrome hypermétabolique 

permettrait d’ouvrir de nouvelles pistes de réflexion physiopathologique et de détacher des profils 

clinico-biologiques de patients susceptibles de répondre à certaines approches thérapeutiques. Un 

exemple de schéma d’étude est proposé Figure 13. 
 

 

Figure 13. Schéma d’étude proposé pour l’analyse du métabolisme énergétique, de l’organisation ultrastructurelle et 

de la réponse au stress de fibroblastes issus de patients atteints de sSLA en fonction de leur statut métabolique. ALSFRS : 

Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale. ECAS : Edinburgh Cognitive and Behavioural ALS Screen. DER : 

dépense énergétique de repos. Mbq : Métabolique. ROS : radicaux libres oxydants. (P. Codron). 
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3.2.2. Métabolisme du collagène 

Une seconde piste de réflexion porte sur le métabolisme du collagène. En effet, la production et 

l’architecture du collagène sont deux marqueurs pathologiques altérés à la fois au sein du SNC et du 

tissu cutané des patients atteints de SLA sporadique (Ono et al., 1998, Ono et al., 2001). Cette 

observation peut être le fait d’anomalies primitives de synthèse du collagène par les cellules 

matricielles, ou de la production anormale de facteurs de dégradation de ce dernier (collagénases, 

métalloprotéinases). Une première étude portant sur l’analyse de biopsies de peau en culture avait 

permis d’observer une activité collagénolytique importante chez environ 60% des échantillons 

provenant de patients atteints de SLA (Fullmer et al., 1966). Cette activité était également observée 

chez près de 40% des fragments issus de patients atteints de maladies neurodégénératives ou 

neuromusculaires autres. Une seconde étude portant sur la production de facteurs 

collagénolytiques par des biopsies de peau et des fibroblastes en culture n’avait toutefois pas permis 

de mettre en évidence de différence entre les échantillons provenant de patients et de contrôles 

(Beach et al., 1986). Plus récemment, l’étude des taux de métalloprotéinase au sein du tissu cutané 

a permis d’objectiver une augmentation de l’expression de MMP9 chez les patients atteints de SLA 

(Fang L et al., 2009). L’origine de cette augmentation, également objectivée au niveau du SNC des 

patients (Lim et al., 1996), et son rôle dans la physiopathologie de la SLA restent débattus. S’agissant 

de la synthèse et la structure du collagène, si des anomalies ont été caractérisées dans plusieurs 

études portant sur des prélèvements cutanés et médullaires de patients atteints de SLA, ces 

paramètres n’ont à notre connaissance jamais été étudiés chez des fibroblastes en culture. 

Dans un travail préliminaire conduit au sein du laboratoire Mitolab UMR CNRS 6015 INSERM 1083, 

nous avons effectué des analyses sur les fibroblastes issus de 4 patients atteints de sSLA (2 formes 

classiques, 1 forme rapide, 1 forme lente) et 4 contrôles ajustées en âge et sexe. En utilisant une 

technique de coloration au Sirius Red/Fast Green, qui permet de marquer spécifiquement les 

collagènes d’un échantillon, nous avons étudié la morphologie et la production de collagène dans 

ces cellules. 

L’étude morphologique des collagènes produits par les fibroblastes issus de sujets contrôles et de 

patients SLA après marquage au Sirius Red n’a pas mis en évidence de différence notable entre les 

cellules en culture, ne retrouvant notamment pas d’agrégats intra- ou extra-cellulaires (Figure 

14a,b). En revanche, l’analyse du rapport collagène total / protéines totales (Co/P) après 72 heures 

de culture a révélé une augmentation significative de la production de collagène chez les 
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fibroblastes issus de patients atteints de SLA (p<0,0001) (Figure 14c). Cette augmentation était 

proportionnelle à la durée d’évolution de la maladie (p=0,0006) (Figure 14d). Enfin, les analyses 

quantitatives du collagène effectuées au sein de coupes histologiques de moelles épinières 

cervicales ont permis de mettre en évidence une augmentation similaire du rapport Co/P chez un 

patient atteint de SLA par rapport à un sujet contrôle (p=0,0175) (Figure 14e-g). Les méthodes et 

résultats de ce travail sont détaillés dans le travail complémentaire n°3 situé en Annexe.  

 

 

Figure 14. Production de collagènes par les fibroblastes de patients atteints de SLA. (a,b) Étude morphologique 

des collagènes produits par les fibroblastes issus de sujets contrôles (a) et de patients SLA (b) après marquage au 

Sirius Red (rouge) et Hoechst (bleu) (barre d’échelle 10 μm). (c,d) Mesures spectrométriques du rapport Collagène 

total / Protéines totales (Co/P) après 72 heures de culture. Analyse globale (c) et détaillée par sujet (d). (e,f) Coupes 

histologiques de cornes antérieures de moelle épinière cervicale de sujet contrôle (e) et de patient SLA (f). Mesures 

spectrométriques du rapport Co/P au sein de ces coupes. Barres d’erreur : déviations standards. * p<0,01 

***p<0,0001. (A. Bodin, P. Codron). 

 

Ces premiers résultats mettent en avant une augmentation de la production de collagène par les 

fibroblastes en culture issus de patients atteints de SLA sporadique, à l’image de l’élévation des taux 

de collagène observée aux niveaux cutané et médullaire dans la maladie. S’il est aujourd’hui encore 

difficile d’émettre des hypothèses physiopathologiques quant à cette augmentation périphérique 
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compte tenu du peu d’études réalisées sur ce sujet, deux pistes de réflexion peuvent être avancées : 

ces anomalies pourraient être le reflet d’un remaniement matriciel central et périphérique, 

conséquence d’un stress systémique actif à la fois au niveau du SNC (neuroinflammation, stress 

oxydant, mort neuronale) et au niveau cutané. Ces résultats peuvent également faire évoquer un 

rôle pathologique propre du collagène dans la SLA, actif au niveau du SNC et dont les effets 

pourraient être observés au niveau cutané compte tenu de l’origine embryonnaire commune de ces 

deux tissus. 

 

4. CONCLUSION ET OUVERTURE 

A notre connaissance, il s’agit des premières analyses portant sur la synthèse du collagène par des 

fibroblastes en culture issus de patients atteints de SLA. Ces résultats préliminaires obtenus à partir 

d’un petit effectif de patients incitent à poursuivre ce travail. Une étude sera réalisée au sein de 

notre laboratoire Mitolab UMR CNRS 6015 INSERM 1083 dans le cadre d’un Master 2 à partir du 

mois de Janvier 2020, sur un nombre de patients et sujets contrôles plus importants. Les techniques 

de coloration au Sirius Red / Fast Green seront complétées par une quantification spécifique de la 

production des différents types de collagène (I, III, VI), de la fibronectine, de l’élastine et des 

métalloprotéinases par western Blot. De même, l’architecture et la composition de la matrice extra-

cellulaire générée par les fibroblastes seront étudiées par immunofluorescence, microscopie super-

résolutive STORM et microscopie électronique à balayage. Des études similaires seront effectuées 

sur des échantillons de moelle épinière de patients SLA et de sujets contrôles conservés au sein de 

la banque de cerveaux du service de Neuropathologie du CHU d’Angers. Enfin, une approche 

translationnelle s’attachera à mettre en perspective les résultats obtenus avec les paramètres 

cliniques des patients. 

Si ces travaux confirment nos premiers résultats, la production de collagène par les fibroblastes en 

culture pourrait devenir un marqueur diagnostique et pronostique de la sSLA identifiable du vivant 

des patients, particulièrement utile dans la pratique clinique et la construction des essais 

thérapeutiques. De plus, ces cellules pourraient permettre d’étudier le rôle du métabolisme du 

collagène dans la physiopathologie de la maladie et de tester des molécules candidates afin d’ouvrir 

de nouvelles pistes thérapeutiques.  
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INJECTION INTRATHECALE D’UNE IMMUNOGLOBULINE MONOCLONALE 

DIRIGEE CONTRE LE DOMAINE RRM1 DE LA PROTEINE TDP-43  

 

 

1. IMMUNOTHERAPIE ET SLA 

1.1. Utilisation d’anticorps pour le traitement des maladies neurodégénératives  

Les avancées opérées dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques à l’origine des 

maladies neurologiques ont mené ces dernières années au développement de nouvelles approches 

thérapeutiques ciblant plus spécifiquement certaines voies impliquées dans les processus de 

neurodégénérescence. Parmi elles, l’immunothérapie repose sur l’utilisation d’anticorps dirigés 

contre les agrégats protéiques toxiques intra- ou extra-cellulaires, afin de diminuer leur 

pathogénicité et favoriser leur dégradation.  

L’immunisation « active » par vaccination a été la première stratégie à être testée. Cette approche 

est basée sur l’administration d’un peptide immunogène dans le but d’induire la production 

d’anticorps endogène dirigés contre un antigène cible. Les premiers résultats obtenus sur modèles 

animaux dans le cadre de la recherche sur la maladie d’Alzheimer se sont révélés particulièrement 

prometteurs (Schenk et al., 1999 ; Bard et al., 2000 ; Morgan et al., 2000). Cependant, la survenue 

d’effets indésirables graves lors des premiers essais cliniques, en particulier de méningo-

encéphalites auto-immunes, a par la suite mené à la prudence quant à son utilisation (Nicoll et al., 

2003 ; Orgogozo et al., 2003 ; Gilman et al., 20015).  

Des stratégies d’immunisation dites « passives », reposant sur l’expression transgénique d’anticorps 

ou leur administration directe, ont été développées par la suite (Figure 15). Si l’infection virale (virus 

adéno-associé (AAV) ou Lentivirus porteur de transgènes codant pour les anticorps) ne nécessite 

qu’une seule injection, l’impossibilité de contrôler l’expression du transgène et l’absence de 

réversibilité en cas de survenue d’effet indésirable rendent difficile son utilisation en pratique 

clinique. Les approches par administration directe (ARNm ou anticorps) permettent un meilleur 

contrôle du traitement, au prix d’une répétition des injections. 
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Figure 15. Techniques d’immunisation passive dirigée contre un antigène central (cible). AAV : adeno associated 

virus. BHE : barrière hémato-encéphalique. ICV : intra cérébroventriculaire. IgG : Immunoglobuline G. IP : 

intrapéritonéale. IN : intranasale. IT : intrathécale. IV : intraveineuse. LCS : liquide cérébro-spinal. LV : Lentivirus. 

scFv : single chain variable fragment. (P. Codron) 

 

1.2. Stratégies thérapeutiques 

Plusieurs paramètres conditionnent l’efficacité d’une immunothérapie et l’éventuelle survenue 

d’effets secondaires. Le type d’anticorps utilisé et les propriétés inhérentes à sa structure jouent 

tout d’abord un rôle central. Deux types d’anticorps sont principalement employés : les 

immunoglobulines G (IgG) composés de deux chaines lourdes et deux chaines légères, et les 

fragments monocaténaires recombinants (scFv) constitués de deux régions variables de chaînes 

lourdes et légères d’immunoglobulines connectées par un peptide de liaison. Les scFv sont plus 

petits, simples à générer par lignées d’hybridomes ou à administrer par transgénèse (alors appelés 

intrabodies), mais leur demi-vie est plus courte et ils ne peuvent interagir avec les récepteurs aux 

fragments Fc (FcR) des neurones et phagocytes pour leur internalisation et/ou dégradation. 

Le choix de l’antigène est également un élément crucial : l’anticorps doit cibler un épitope 

pathogène accessible au sein de cellules en souffrance, avec une forte affinité, une grande 

spécificité et une faible immunogénicité (développement d’une immunité dirigée contre 

l’immunothérapie). En effet, l’interaction d’un anticorps peu spécifique avec des protéines de 

maintenance physiologiques sera à l’origine d’effets secondaires (Rosenmann et al., 2006). A 

l’inverse, un anticorps fortement immunogène ayant un accès restreint à son épitope aura peu 

d’effets thérapeutiques. 
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Enfin, la voie d’administration conditionne en grande partie l’efficacité du traitement. En effet, si les 

AAV et Lentivirus passent aisément la barrière hémato-encéphalique (BHE) et infectent 

spécifiquement les cellules cibles lorsqu’ils sont injectés par voie systémique, les ARNm et les 

anticorps ont un très faible pouvoir de diffusion au sein du SNC (seulement 0.1% de passage de la 

BHE pour les IgG en l’absence de lésion) (Poduslo et al., 1994). Afin d’améliorer leur biodisponibilité, 

des méthodes d’administration centrale peuvent être envisagées, au prix d’un plus grand risque 

iatrogène : administration intra-cérébroventriculaire (ICV) ou intrathécale (IT), par injections 

répétées ou par l’intermédiaire de pompes automatisées sous cutanées. 

 

1.3. Cibles antigéniques dans la SLA 

Dans le champ de la recherche sur la SLA, les stratégies thérapeutiques par immunothérapie active 

et passive ont principalement été étudiées sur modèle murin SOD1, en ciblant la forme native, 

mutée ou agrégée de la protéine SOD1 (Tableau 3). Les traitements ont dans l’ensemble permis une 

amélioration clinique et pathologique chez les souris. Toutefois, compte tenu de la forme 

particulière de la maladie, représentant seulement 2% des patients atteints de SLA et n’impliquant 

pas de pathologie TDP-43, il est difficile d’envisager l’utilisation de tels traitements pour la prise en 

charge des patients atteints de la forme sporadique de la maladie. 

Le développement récent de modèles murins transgéniques surexprimant la protéine TDP-43 

(native ou mutée), plus représentatifs de la sSLA, a fait émerger la possibilité de la mise au point de 

traitements par immunothérapie ciblant cette protéine.  
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Tableau 3. Principaux résultats des études évaluant l’efficacité d’une immunothérapie dans la SLA. (P. Codron). 
 

Auteurs Modèle(s) Approche Cible Clinique Neuropathologie 

Urushitani et 

al., 2006 

SOD1G37R 

SOD1G93A 

Immunisation active 

(Vaccination) 

SOD1G37R 

SOD1G93A 

Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES.  

Présence d'anticorps endogènes. 

Diminution de la perte motoneuronale, de 

la charge lésionnelle SOD1, et de la 

neuroinflammation. 

Gros-Louis 

et al., 2010 

SOD1G93A Administration ICV 

d’immunoglobulines  

Agrégats SOD1 Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES.  

Présence d'anticorps exogènes. Diminution 

de la perte motoneuronale, de la charge 

lésionnelle SOD1, et de l'activation 

astrocytaire. 

Takeuchi et 

al., 2010 

SOD1G93A Immunisation active 

(Vaccination) 

SOD1WT 

SOD1G93A 

Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES. 

Présence d'anticorps endogènes. 

Diminution de la perte motoneuronale et 

de la charge lésionnelle SOD1, modulation 

de la neuroinflammation. 

Liu et al., 

2012 

SOD1G37R 

SOD1G93A 

Immunisation active 

(Vaccination) 

Agrégats SOD1 Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES.  

Présence d'anticorps endogènes. 

Diminution de la perte motoneuronale, de 

la charge lésionnelle SOD1 et de 

l'activation gliale, modulation de la 

neuroinflammation. 

Patel et al., 

2014 

SOD1G93A Expression transgénique 

de scFv (AAV médiée, 

injection intrathécale)  

Agrégats SOD1 Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES. 

Effets corrélés avec les taux 

intrathécaux de scFv. 

Expression du transgène par les 

motoneurones. Diminution de la perte 

motoneuronale, du stress neuronal, de la 

charge lésionnelle SOD1 et de l'activation 

gliale. 

Sábado et 

al., 2015 

SOD1G93A Immunisation active 

(Vaccination) 

Agrégats SOD1 Détérioration des performances 

motrices, absence d'effet sur 

l'espérance de vie et la perte de 

poids. 

Augmentation de la charge lésionnelle 

SOD1, dépôts immuns, augmentation de 

l'activation microgliale et de la 

neuroinflammation. 

Dong et al., 

2018 

SOD1G93A Administration IN de 

scFv 

Agrégats SOD1 Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES. 

Diminution de la perte motoneuronale, de 

la charge lésionnelle SOD1 et de 

l'activation gliale, modulation de la 

neuroinflammation et des voies de 

l'apoptose.  

Maier et al., 

2018 

SOD1G37R 

SOD1G93A 

Administration ICV et IP 

d’immunoglobulines 

Agrégats SOD1 Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES. 

Présence d'anticorps exogènes. Diminution 

de la perte motoneuronale, de la charge 

lésionnelle SOD1 et de l'activation gliale. 

Ghadge et 

al., 2019 

SOD1G93A Expression transgénique 

de scFv (AAV médiée, 

injection intraveineuse) 

SOD1WT Amélioration des performances 

motrices, allongement de 

l'espérance de vie, diminution de 

la perte de poids. Absence d'ES. 

Expression du transgène par les 

motoneurones spinaux. Diminution de la 

perte motoneuronale, de la charge 

lésionnelle SOD1 et de l'activation gliale. 

 

ES : effet secondaire. ICV : intra-cérébroventriculaire. IN : intranasale. IP : intrapéritonéale. scFv : single chain variable fragment  
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2. MISE EN PLACE DE L’ETUDE 

2.1. Problématique et objectifs 

L’objectif de ce projet était de mettre au point une immunothérapie ciblant les agrégats 

pathologiques de protéine TDP-43 au sein du système nerveux central afin de limiter leur 

cytotoxicité, empêcher leur propagation, et favoriser leur dégradation.  

 

2.2. Contexte méthodologique et stratégie expérimentale  

Compte tenu de l’expression ubiquitaire de TDP-43, la mise au point d’une immunothérapie dirigée 

contre cette protéine dans la SLA doit s’attacher à cibler spécifiquement les neurones affectés par 

la pathologie, afin de limiter les potentiels effets secondaires systémiques. De plus, de par son rôle 

central dans le métabolisme des ARN, les anticorps doivent, une fois captés par les neurones 

moteurs, n’interagir qu’avec la fraction pathogène cytoplasmique de la protéine et ne pas entraver 

sa fonction physiologique nucléaire. 

Dans ce contexte, nous avons porté le choix de notre épitope sur le domaine RRM1 de TDP-43 

(Figure 6a). En effet, ce site d’interaction nucléotidique étant masqué par l’ARN lors de l’activité 

physiologique de la protéine au sein du noyau, une immunothérapie dirigée contre RRM1 

permettrait de cibler spécifiquement les protéines non fonctionnelles, majoritairement 

cytoplasmiques et extra-cellulaires. De plus, prévenir les modifications post-traductionnelles de ce 

domaine - en particulier l’oxydation - permettrait de contenir les phénomènes de modifications 

conformationnelles de TDP-43 médiées par RRM1 à l’origine de la constitution d’agrégats (Chang et 

al., 2013 ; Shodai et al.,2013). Enfin, bloquer l’interaction du domaine RRM1 avec la sous unité p65 

de la protéine NFkB limiterait l’activation pathologique de cette voie de la neuroinflammation 

(Swarup et al., 2011).  

Dans un premier travail mené par le Dr Pozzi au sein de l’équipe du Professeur Jean Pierre Julien 

(institut CERVO, Qc, Canada), nous avons mis au point une immunothérapie reposant sur l’injection 

ICV et IT d’AAV porteurs de transgènes codant pour des scFv dirigées contre le domaine RRM1 de la 

protéine TDP-43. Le traitement de souris transgéniques surexprimant les protéines mutées TDP-

43A315T et TDP-43G348C a permis une amélioration des fonctions motrices et cognitives des animaux 

à 2 et 4 mois. L’étude histologique et biochimique des tissus médullaires et corticaux prélevés post 

mortem a permis de confirmer l’expression des transgènes par les motoneurones et microgliocytes 
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infectés, et d’observer une diminution de la perte motoneuronale, de la charge lésionnelle TDP-43, 

de l’activation astrocytaire et microgliale, et des marqueurs de la neuroinflammation. L’ensemble 

des résultats de ce travail est reporté dans l’article complémentaire n°2 situé en annexe (Pozzi et 

al., 2018). 

Au vu des données de cette première étude, nous avons cherché à poursuivre ces travaux en 

travaillant à la mise au point d’une approche d’immunothérapie par injection directe 

d’immunoglobulines monoclonales, plus susceptible d’être secondairement employée dans le cadre 

de protocoles de recherche clinique compte tenu de la possibilité de contrôler les doses 

administrées et de suspendre le traitement en cas de survenue d’effet indésirable. Nous avons 

d’abord sélectionné puis généré une immunoglobuline G2A murine (mIgG2A) dirigée contre le 

domaine RRM1 de TDP-43 produite par une lignée clonale d’hybridomes, nommée E6. Nous avons 

ensuite analysé les effets de cet anticorps in vitro sur des lignées neuronales en culture surexprimant 

TDP-43. Enfin, nous avons étudié les paramètres cliniques, biochimiques et histopathologiques de 

souris transgéniques surexprimant la mutation TDP-43A315T traitées pendant 5 semaines par 

immunothérapie administrée par voie systémique, intra-cérébroventriculaire et intrathécale. Les 

résultats de ce travail sont reportés dans l’article suivant. 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   85     

Article N°3 

 

Manuscrit en préparation 

 

 

 

Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43 reduce 

proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model 

 

S. Pozzi1, P. Codron1,2, L. Renaud1, G. Soucy1, C. Bareil1, J-P. Julien1,3 * 

 

1. CERVO Brain Research Institute, Québec City G1J 2G3, Canada. 

2. UMR CNRS 6015, INSERM U1083, University of Angers, Angers Cedex 9, France. 

3. Department of Psychiatry and Neuroscience, University of Laval, Québec City G1V 0A6, Canada. 

 These authors contributed equally to this work. 

 

 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   86     

Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43 reduce 

proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model 

 

S. Pozzi1, P. Codron1,2, L. Renaud1, G. Soucy1, C. Bareil1, J-P. Julien1,3 * 

 

1. CERVO Brain Research Institute, Québec City G1J 2G3, Canada.  

2. UMR CNRS 6015, INSERM U1083, University of Angers, Angers Cedex 9, France. 

3. Department of Psychiatry and Neuroscience, University of Laval, Québec City G1V 0A6, Canada. 

 

 These authors contributed equally to this work. 

* Corresponding Author 

 

Corresponding Author 

Pr. Jean-Pierre Julien 

Department of Psychiatry and Neuroscience, Faculty of Medicine, Laval University 

CERVO Brain Research Centre, 2601 Chemin de la Canardière, Québec, Québec G1J 2G3, Canada.  

E-mail: jean-pierre.julien@fmed.ulaval.ca. 

 

 

 

 

 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   87     

Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43 reduce 

proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model 

 

 

 

INTRODUCTION  

Transactive response DNA-binding protein 43 (TDP-43), encoded by TARDBP gene, is a DNA/RNA binding 

protein predominantly located in the nucleus of cells under physiological conditions. Accumulation of 

misfolded TDP-43 in the cytosol of degenerating neurons is a pathological hallmark of amyotrophic lateral 

sclerosis (ALS) and frontotemporal lobar degeneration (FTLD), suggesting a central role for TDP-43 in the 

pathogenesis of these two devastating diseases1,2. Further support is provided by the fact that TARDBP 

mutations are responsible for familial forms of ALS and FTLD3,4. However, despites the advances in 

understanding TDP-43 pathology in the last decade, it remains unclear whether neurodegeneration is caused 

by a loss of function of the protein due to its nuclear depletion, or by a direct toxicity of cytosolic aggregates. 

Furthermore, it also remains challenging to link TDP-43 proteinopathy to the other pathological processes 

observed in the diseases such as neuronal excitotoxicity, cytoskeleton disorganisation, mitochondrial 

dysfunction, axonal transport impairment, oxidative stress and neuroinflammation. All these uncertainties 

partly explain the difficulties to develop therapeutic strategies and the current lack of curative therapy for 

ALS and FTLD5. 

 

In recent years, there has been increasing concerns about the use of monoclonal antibodies targeting 

pathological proteins as a treatment for neurodegenerative disorders (reviewed in 6). The principle of this 

approach is to block the toxicity and spreading of misfolded proteins, and to promote their degradation. With 

the aim of conducting such procedure in ALS and FTLD, we generated a monoclonal antibody directed against 

the RNA recognition motif 1 (RRM1) domain of TDP-43. This epitope was specifically chosen as it is masked 

under physiological condition in the nucleus of the cells, and is directly involved in TDP-43 misfolding in ALS 

and FTLD7. Moreover, RRM1 domain interacts with p65 subunit of nuclear factor κB (NFκB), activating its 

pathological pro-inflammatory activity8. In this study, we aimed to assess the tendency of the generated anti-

TDP-43 antibody to decrease TDP-43 proteinopathy in vitro and in vivo in ALF/FTLD models. 
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RESULTS 

1. Generation and characterization of E6 antibody directed against TDP-43 RRM1 domain 

A monoclonal full-length mouse IgG2A (mIgG2A) named E6 directed against the RRM1 domain of TDP-43 (Fig. 

1a) was used for experiments. A monoclonal mIgG2A reactive with the G1 protein of La Crosse Virus 

(bunyavirus vector of La Crosse encephalitis through mosquito bite in human) named 807.3 was used as a 

control. The antibodies were secreted by hybridoma cell line clones, purified, and stored at -80°C. The ability 

of E6 to recognize TDP-43 was first tested using immunoblot techniques. E6 antibody was able to detect 

human recombinant TDP-43 N-terminal peptide (1-206 amino acids containing RRM1) applied on a dot blot 

membrane, whereas no reaction occurred with 807.3 antibody (Fig. 1b). E6 reaction was lower when 

compared to a commercial anti-human TDP-43 (Abnova, Taipei City, Taiwan). No cross-reaction with BSA was 

observed for both E6 and 807.3. The antigen affinity of E6 for TDP-43 was subsequently investigated using a 

sandwich ELISA assay. As for dot-blot experiments, E6 antibody was able to recognize human recombinant 

TDP-43 but with a lower affinity than the commercial anti-human TDP-43, whereas 807.3 antibody showed 

the same absorbance as PBS (Fig. 1c). These results indicate that E6 was specifically directed against TDP-43 

N-terminal fragment. 

 

Since RRM1 domain is masked under physiological condition in the nucleus, immunofluorescence microscopy 

was performed after exposing fixed cells and tissues to antibodies with the aim of knowing if E6 was able to 

target only the cytosolic RNA/DNA-free fraction of TDP-43. E6 and 807.3 antibodies were conjugated to 

fluorophore Alexa-488 (E6-488 and 807.3-488) to allow their direct detection and to avoid nonspecific 

fluorescence signal. A mainly cytosolic fluorescence was observed in cells after exposing fixed HEK-293 cells 

to E6-488, whereas no signal was detected after control 807.3-488 exposure (Fig. 1d). Similar results were 

obtained with brain and spinal cord sections from TDP-43A315T transgenic mice, and human brain sections 

from a control subject and a patient affected with ALS/FTD (Supp Fig.1). Although these results suggested 

that E6 was able to recognize cytosolic but not nuclear TDP-43, the analyse of E6 and cytosolic TDP-43 

colocalization was constrained by the strong nuclear signal of TDP-43 under physiological condition. The 

same experiment was thus performed on fixed pre-apoptotic HEK-293 cells overexpressing human TDP-43 

(hTDP-43) with total cytosolic relocation of the protein. The signal of E6-488 colocalized with the signal of 

cytosolic TDP-43, whereas no signal was detected in fixed cells after 807.3-488 exposure (Fig. 1e). 

Collectively, these data indicate that E6 antibody was specific to the cytosolic fraction of TDP-43.  
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Figure 1. Characterization of E6 monoclonal antibody directed against TDP-43 RRM1 domain. (a) Schematic representation of 

human TDP-43 structure. NLS: nuclear localization sequence, RRM: RNA recognition motif, NES: nuclear export signal, GRD: glycine 

rich domain. (b) Immunoblot performed after exposing different amounts of human recombinant hTDP-43 or BSA to 807.3 control 

antibody, E6 antibody or commercial mouse anti-TDP-43 antibody (Abnova, Taipei City, Taiwan). Ponceau was used as loading 

reference. (c) ELISA assessing the affinity of E6 for human recombinant TDP-43 compared to control 807.3 antibody and commercial 

mouse anti-TDP-43 antibody (means ±SD from n=3 independent experiments). (d,e) Immunofluorescence performed on fixed HEK-

293 cells in standard conditions (d) or after inducing a strong overexpression of hTDP-43 with cytoplasmic delocalization of the protein 

(e). Commercial anti-TDP-43 (Cterm) and 807.3-488 or E6-488 were used as primary antibodies. Scale bar 5µm. 
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2. Neuronal cells spontaneously internalize E6 into cytosol in vitro 

Neuronal cells are known to be able to uptake immunoglobulins, primarily through clathrin-dependent Fc 

gamma receptor endocytosis9. Once in the cytosol of the neurons, these antibodies can interact with 

intracellular epitopes. To determine whether E6 was able to penetrate living neurons, mouse neuroblastoma 

cells (Neuro2A) were used as an in vitro model of neuronal cells. N2A cells were treated 24 hours with either 

free Alexa-488, 807.3-488, or E6-488, and fluorescence microscopy was performed after fixation. Although 

no signal was observed in free Alexa-488 treated cells, both 807.3-488 and E6-488 antibodies were detectable 

in the cytosol of the cells (Fig. 2a). Interestingly, no signal was detected in the nucleus of both 807.3-488 and 

E6-488 treated cells. Performing the same experiment in cells expressing an endosome marker highlighted 

that 807.3-488 and E6-488 antibodies were internalized through endocytosis (Fig. 2b). Together, these results 

indicate that neuronal cells spontaneously uptake antibodies present in their medium, and that once 

internalized, the antibodies remain in the cytosol of the cells. 

 

 

Figure 2. E6 is spontaneously internalized in cytosol by cultured neuronal cells. (a) Immunofluorescence analysis of N2A cells treated 

48h with free Alexa-488, 807.3-488 control antibody or E6-488 antibody. Scale bar 20 μm. (d) Immunofluorescence analysis of N2A 

cells transfected with an endosome marker (red) and treated 48 h with E6-488 antibody. Scale bar 20 μm. 
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3. E6 targets cytosolic misfolded TDP-43 in neuronal cells in vitro 

To further assess the effects of E6 antibody in vitro and its ability to target cytosolic aggregates of TDP-43, 

N2A cells overexpressing hTDP-43 were treated 24 hours with either free Alexa-488, 807.3-488, or E6-488, 

and fluorescence microscopy was performed after fixation. When present in the cytoplasm of the cells after 

being uptaken, E6-488 signal strongly colocalized with TDP-43 aggregates (Fig. 3a). By contrast, 807.3-488 

signal did not overlap with TDP-43 cytosolic aggregates. Finally, as previously, no signal was detected in free 

Alexa-488 treated cells. As decreasing TDP-43 activity in cells is toxic, we aimed to assess if the action of E6 

on cytosolic TDP-43 was deleterious to the cells. N2A cells in basal condition and N2A cells overexpressing 

hTDP-43 were treated with 24 hours with either PBS, 807.3, or E6, and cell viability was assessed by MTS 

assay (Promega, Madison, WI, USA). No difference was observed between the cell lines regarding the 

viability. These results suggest that when uptaken by neuronal cells, E6 antibody targets cytosolic abnormal 

aggregated TDP-43 with no major toxic effect.  

 

Figure 3. E6 selectively interacts with cytosolic misfolded TDP-43 in cultured neuronal cells. (a) Immunofluorescence analysis of the 

interaction between free Alexa-488, 807.3-488 or E6-488 antibody and cytosolic TDP-43 aggregates in N2A cells overexpressing hTDP-

43, 48h after treatment. Scale bar 10 μm. (b,c) Viability of N2A cells expressing TDP-43 in basal conditions (b) or overexpressing hTDP-

43 (c) 48h after treatment with PBS, 807.3 or E6. (mean ±SD from 4 independent experiments).  
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4. E6 is internalized by CNS neuronal and microglial cells in vivo 

Given the ability of neuronal cells to spontaneously uptake E6 antibody in vitro, we next asked whether E6 

could reach central nervous system (CNS) cells when administered in vivo. We thus treated transgenic mice 

expressing genomic fragments encoding mutated human TDP-43A315T 10 with either 0.9% saline, 807.3 or E6 

solutions using different procedures to assess the CNS bioavailability of our antibody.  

 

Repeated intranasal and intraperitoneal administrations (twice a week) were first tested with the aim of 

assessing a systemic delivery procedure. After 2 weeks of treatment, no antibody could be detected in the 

brains and spinal cords of the mice treated either intranasally or intraperitoneally (Supp Fig. 2a), highlighting 

the high selectivity of the undamaged blood-brain barrier towards circulating antibodies. Systemic 

administration of the antibodies was thus excluded for further in vivo investigations.  

 

A direct and continuous administration of the treatment in the CNS of the mice for 28 days was subsequently 

tested using an osmotic minipump system (Alzet, Cupertino, CA, USA). Unfortunately, the implanted device 

induced a local sterile inflammatory reaction in the brain of all the treated mice, regardless of the 

administered solution (Supp Fig. 2b,c). The high amount of endogenous antibodies in the cerebral 

parenchyma and the strong microglial activation precluded the assessment of E6 effects in the brain. This 

technique was thus also excluded for in vivo experiments. 

 

Finally, repeated lumbar intrathecal administrations of the treatment (twice a week for 2 weeks) were tested. 

mIgG2A were detected by immunofluorescence microscopy in the 3 portions of the spinal cords of the 

animals treated with antibodies, whereas no immunostaining was observed in the CNS of the 0.9% saline 

treated mice (Fig. 4a). Although a weak staining was also detectable in the brainstem nuclei (data not shown), 

no signal was found in the cerebellum and the brain of the mice. At high magnification, both E6 and 807.3 

were found to be mainly uptaken by neurons and microglial cells and remained mainly cytosolic with no 

overlap with nuclear TDP-43 (Fig. 4b). Taken together, these results suggest that when administered directly 

in the CNS in vivo through repeated intrathecal injections, E6 is uptaken by neurons and microglia and 

remains in the cytosol of these cells.  
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Figure 4. Repeated intrathecal injections allow endocytosis of E6 by motor neurons and microglia. (a) Representative images of 

mIgG2A immunofluorescence detection in spinal cords (anterior horn of lumbar, thoracic and cervical regions) and brains 

(hippocampus and motor cortex) of mice 2 weeks after treatment with saline 0.9%, 807.3 or E6. Scalebar 50µm. (b) Representative 

high magnification images of mIgG2A immunofluorescence detection in neurons (NeuN), microglial cells (CD11B), astrocytes (GFAP) 

and oligodendrocytes (OligSP) in anterior horn of lumbar spinal cords of mice treated with 807.3 and E6. Scalebar 20µm. 
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5. E6 treatment is not Toxic in vivo 

With the aim of assessing the effects of intrathecal treatment with E6 in vivo, 30 TDP-43A315T transgenic mice 

at 9 months of age were divided into 3 groups (n=10, 7 males and 3 females per group) comparable with 

regards to body weight, motor and cognitive performances (p>0.05 for all these parameters). Mice were 

treated for 5 weeks with repeated lumbar intrathecal injections of 0.9% saline (control saline group), 807.3 

antibody (control mIgG2A group), or E6 antibody (experimental group) (Fig. 5a). Motor (accelerating rotarod 

and grid test) and cognitive performances (novel object recognition test and passive avoidance test) were 

regularly blindly collected according to the schedule depicted on Fig. 5a. After 5 weeks, mice were sacrificed 

for pathological analyses. Collected tissues were either frozen or fixed depending on the planned 

experiments (biochemistry or immunofluorescence).  

 

No adverse effect, neurological symptom, weight loss or premature death occurred in mice throughout the 

course of the study, strengthening the absence of toxicity of E6 previously observed in vitro. No significant 

difference was observed between the 3 groups with regard to both motor and cognitive performances (Fig. 

5b-d). Finally, no difference was noticed between the 3 groups with regard to the morphology and number 

of peripheral motor neurons in the anterior horn of the spinal cord (Fig. 5e,f). Together, these results support 

the absence of toxicity of E6 treatment, both at body and cellular levels. 
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Figure 5. Absence of toxicity of E6 intrathecal treatment in mice. (a) Flow chart of the therapeutic assay conducted in mice to study 

the effects of intrathecal treatment in vivo (up), and schedule of blind collection of mice’s motor and cognitive performances (down). 

(b) Body weight of mice evolution during the treatment period (mean ±SD from all the 10 mice per group; p=0.74). (c) Accelerating 

Rotarod performances of mice during the treatment period (mean ±SD from all the 10 mice per group; p=0.82). The 

slight improvement observed in all groups over time is due to learning and adaptation. (d) Novel object recognition performances of 

mice during the treatment period (mean ±SD from all the 10 mice per group; p=0.29). (e,f) Representative image of ChaT 

immunofluorescence staining in the anterior horn of lumbar spinal cords of treated mice for motor neurons counting (mean ±SD 

from >15 spinal cord sections per mouse; p=0.98). Scalebar 25µm. 

b

c d

e f

C
h

a
T

 /
 H

o
e

c
h
s
t

a



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   96     

6. E6 reduces TDP-43 proteinopathy in vivo 

To assess the effects of E6 on TDP-43 level and distribution in CNS cells, protein fractions were prepared from 

the frozen lumbar spinal cords and nucleocytoplasmic ratio was measured in neurons using 

immunofluorescence microscopy. Western-blot analysis of pan TDP-43 (Cterm) highlighted a trend towards 

a decrease of TDP-43 levels in the spinal cord of the E6 treated mice (Figure 6a,b). Furthermore, high 

magnification immunofluorescence quantification of TDP-43 (Cterm) in motor neurons revealed a ~25% 

increase of the nucleocytoplasmic ratio of TDP-43 in the E6 group when compared to 0.9% saline and 807.3 

groups (Figure 6c,d).  

 

Figure 6. E6 reduces TDP-43 proteinopathy in vivo. (a,b) Western blot analysis of TDP-43 (Cterm) levels in lumbar spinal cords of 

mice. Actin was used as loading reference for analysis (mean ±SD from n=3 independent experiments; p=0.22) (c,d) Representative 

images of TDP-43 (Cterm) immunofluorescence staining in lumbar motor neurons of mice (signal intensity). The ratio between 

measured nuclear and cytosolic intensities was calculated for each cell (mean ±SD from >80 motor neurons analysed per mouse; 

pairwise comparisons, * p < 0.01). Scalebar 10µm, colour scale ranging from 0 to 400 intensity units.  
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A microglial activation was also noticed in the lumbar spinal cord of the E6 treated mice, measured by a ~15% 

increase of the CD11B area fraction in immunofluorescence (Fig. 7e,f). No difference was observed for GFAP 

analyses (Fig. 7e,g). These data indicate that E6 treatment increases TDP-43 nucleocytoplasmic ratio in motor 

neurons. This process is associated with a microglial activation that may contribute to TDP-43 elimination. 

 

 

Figure 7. E6 induces microglial but not astroglial activation in vivo. (a) Representative images of GFAP and CD11B 

immunofluorescence staining in anterior horn of lumbar spinal cords of mice. (b,c) Quantification of astrocytes (b) and microglial cells 

(c) area fraction. (means ±SD, >20 images per animal, p=0.87 GFAP, * p<0.001 CD11B). Scale bars: 20 µm. 
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7. E6 reduces p65/NFκB activation in vivo 

In ALS/FTLD, the RRM1 domain of TDP-43 interacts with p65 subunit of NFκB factor, activating the pro-

inflammatory p65/NFκB pathway8. We thus aimed to determine whether E6 antibody was able to disrupt 

this interaction in the CNS of the treated mice by analysing p65 and its activated-form acetylated-p65 

(ac.p65). Immunofluorescence staining of ac.P65 in the anterior horn of E6 treated mice showed a lower 

nuclear signal in motor neurons that had high levels of E6 in their cytoplasm compared to the others (Fig. 

8a). High magnification immunofluorescence was performed to allow quantified analysis, highlighting a ~15% 

reduction of the ac.P65 nuclear signal in the motor neurons of E6 treated mice when compared to the two 

other groups (Fig. 8b,c). These results were consistent with a downregulation of p65/NFκB pathway by E6 in 

vivo. 

 

Figure 8. E6 reduces NFκB activation in vivo. (a) Representative image of acetylated P65 (ac.P65) immunofluorescence staining in 

anterior horn of lumbar spinal cords of mice treated with E6. Ac.P65 staining was lower in the nucleus of motor neurons that had 

high levels of E6 in their cytoplasm (arrowheads) compared to the others (arrows). (b,c) Representative images of ac.P65 

immunofluorescence staining in lumbar motor neurons of mice. Ac.P65 nucleus total intensity was measured for each motor neuron 

(mean ±SD from >80 motor neurons analysed per mouse; *p<0.01). Scalebar 10µm, colour scale ranging from 0 to 400 intensity units. 
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DISCUSSION 

In this study, we were able to reduce TDP-43 mislocalization and NFκB pathological activation in the spinal 

cord of TDP-43A315T transgenic mice using direct administration of a monoclonal immunoglobulin against TDP-

43. To the best of our knowledge, this is the first study to assess the effects of a full-length antibody specific 

to cytosolic TDP-43 both in vitro and in vivo.  

 

Over the past decade, there has been increasing concerns about the use of monoclonal antibodies in 

neurodegenerative disorders, with the aim of targeting misfolded intra- or extra-cellular proteins, such as 

amyloid-ß peptide, tau, or alpha-synuclein (reviewed in 11). In the field of ALS/FTLD, immunotherapies against 

SOD1 protein, involved in familial forms of the disease, have been developed and tested on cellular and 

mouse models with encouraging results12–18. However, applying such strategy for TDP-43 targeting must be 

cautious, given the severe consequences observed when TDP-43 is depleted in cellular and animal models19–

21. Thus, the antibody must specifically target pathological cytosolic aggregates of TDP-43 in cells, without 

interfering with the physiological nuclear activity of the protein. Considering this crucial fact, we chose to 

generate a monoclonal antibody directed against the RRM1 domain of TDP-43, as this epitope is masked 

under physiological condition in the nucleus, and is involved in cytosolic TDP-43 misfolding in FTLD/ALS. 

Performing direct administration of full-length antibodies was motivated by fast and simple production 

process, and the presence of Fc fragment allowing internalization by neurons9. Moreover, in contrast with 

AAV mediated therapy, direct administration of monoclonal immunoglobulins allows adaptation and/or 

cessation of treatment in case of side effects in trials and clinical practice. 

 

Three modalities of treatment have been tested in this study. We first tried systemic administration through 

intranasal and intraperitoneal injections, but we failed in detecting the administered immunoglobulins in the 

brains and spinal cords of the treated mice. This observation could be explained by the fact that very few 

circulating antibodies enter the CNS in vivo, due to tight control of the blood-brain barrier (BBB)22. Although 

continuous intra-ventricular injections were too invasive to correctly assess the efficiency of our treatment, 

repeated lumbar intrathecal injections allowed a reliable, safe and reproducible diffusion of the antibody to 

the neurons and microglial cells of the CNS. However, this technique did not allow to reach the encephalon. 

In patients, intrathecal administration of monoclonal antibodies through both intra-ventricular and lumbar 

intrathecal injections are performed in clinical practice, with low risk and few side effects related to the 

technique23–25. Such techniques could thus be considered for E6 immunotherapy administration to ALS/FTLD 

patients, allowing a diffusion of the treatment to the entire CNS.  

 

In our study, E6 interaction with TDP-43 RRM1 domain did not result in toxic effects both in vitro and in vivo. 

This observation is probably due to the specific ability of E6 to target misfolded cytosolic TDP-43 without 
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interfering with the nuclear activity of the protein. Repeated intrathecal injection of E6 resulted in a trend 

towards a decrease of TDP-43 levels in the spinal cord of the treated mice, and a ~25% increase of TDP-43 

nucleocytoplasmic ratio in motor neurons, suggesting a clearance of TDP-43 cytosolic fraction in these cells. 

Interestingly, these results were associated with a microglial activation in the spinal cord of the E6 treated 

animals. This activation could be one plausible mechanism of the clearance of TDP-43 in motor neurons, as 

recently reported in another ALS mouse model26. Furthermore, in our study, E6 antibody was detected in the 

cytosol of microglial cells of treated mice, so the occurrence of a Fc-mediated phagocytosis of the protein 

could also be a possible pathway for TDP-43 degradation, as seen in Alzheimer disease models with anti-tau 

monoclonal antibodies27. Finally, this decrease could be due to a limitation of the extracellular spreading and 

transcellular transfer of misfolded TDP-4328 through E6 activity. 

 

E6 administration was also accompanied with downregulation of p65/NFκB pathway in motor neurons. In 

ALS/FTLD, TDP-43 RRM1 domain activates p65/NFκB pro-inflammatory pathway through direct interaction 

with p65 subunit8. E6 antibody was thus able to disrupt this interaction in the CNS of treated mice, conferring 

a complementary therapeutic property of the immunotherapy through neuroinflammation downregulation. 

 

Despites the effects of E6 on decreasing TDP-43 proteinopathy and NFκB activation in the spinal cord of the 

treated mice, these observations were not accompanied with major clinical improvements compared with 

the two control groups. This could be explained by the absence of strong motor impairment in the TDP-43A315T 

mice. Indeed, transgenic mice carrying mutation on TDP-43 C-terminal domain have proved to display a slow 

onset and heterogeneous phenotype, with mainly FTLD-like cognitive symptoms, including hyperphagia and 

executive dysfunction10,29,30. In particular, these mice do not become paralysed and die at standard age. Thus, 

as the site of diffusion of our treatment was mainly spinal, the effects of E6 treatment could not been 

assessed in optimal conditions regarding clinical parameters. 

 

It will therefore be of particular interest to further study the effects of E6 immunotherapy on animal models 

exhibiting a stronger ALS/FTLD-like phenotype, as for example the recently reported rNLS8 or double-

transgenic UBQLN2P497H; TDP-43G348C mice models26,31. Long-term treatment trials will also be of interest to 

ensure the absence of potential long-term side effects. Finally, we are currently working on humanizing E6 

antibody to ensure the reproducibility of the obtained results and to consider E6 immunotherapy for future 

therapeutic trials. 

 

The results obtained in this study provide encouraging prospects for a patient-specific therapy for ALS/FTLD, 

but also for the other neurological disorders in which TDP-43 pathology may be involved, such as Alzheimer’s 

disease32 or Stroke33. 
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Methods 

Antibodies production 

The EcoR1-Not1 428 bp hTDP-43 cDNA fragment was PCR-amplified and cloned into the pGEX-6P-1 vector 

(GE Healthcare, Chicago, IL, USA). This recombinant plasmid was used on the Escherichia Coli host BL21 with 

the aim of producing the TDP-43 RRM1 domain. The 136 amino acids (15.68kDa) recombinant protein was 

then purified using the Glutathione S-transferase (GST) gene fusion system (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). 

From the obtained purified recombinant protein, Medimabs (Mount Royal, QC, Canada) produced different 

hybridoma cell lines. The medium of those cell lines was analysed by western blot in order to select the one 

producing the most specific anti-RRM1 antibody. Control mIgG2A 807.3 antibody was provided commercially 

(CTRL-2290, ATCC, Manassas, VA, USA). For direct fluorescence detection, E6 and 807.3 antibodies were 

conjugated with Alexa fluorochrome (807.3-488 - E6-488) using an Alexa Fluor 488 Antibody Labelling Kit 

(Thermofisher, Waltham, MA, USA) following manufacturer’s instructions. The obtained preparation was 

then dialysed during 6 hours in order to avoid sodium bicarbonate toxicity. 

 

Dot blots and ELISA Assays 

Dot blots were performed by loading different concentrations of bovine serum albumin (BSA) and human 

recombinant TDP-43 on a PVDF membrane by vacuum filtration using a Dot-Blot apparatus (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). Membranes were exposed overnight at room temperature to 807.3, E6 or commercial 

mouse anti-hTDP-43 N-Terminal (Abnova, Taipei City, Taiwan, China) antibodies. After 4 washes in TBS, 

membranes were incubated 2h in blocking reagent, washed 4 times with TBS and incubated 2h with an anti-

mouse HRP conjugated antibody (Abcam, Cambridge, UK). Densitometry was done by Image Lab (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) or Image Studio Lite 4.0 (Li-Cor, Lincoln, NE, USA) software. 

ELISA assays were performed using Elisa assay kit (Peprotech, Somerset, NJ, USA). Human recombinant TDP-

43 or BSA were diluted in PBS, and 100uL of the obtained solutions were loaded on an Elisa assay plate and 

incubated overnight at room temperature. The day after, wells were washed 4 times with washing buffer 

and incubated for 2h with 0.5 ug/mL of E6 monoclonal antibody, 807.3 monoclonal antibody, commercial 

mouse anti-hTDP-43 antibody (Abnova, Taipei City, Taiwan, China), PBS or BSA. After 4 washes in TBS, wells 

were incubated 2h in blocking reagent, washed 4 times with TBS and incubated 2h with anti-mouse and anti-

rabbit HRP conjugated antibodies (Abcam, Cambridge, UK). After 4 washes in TBS, wells were incubated with 

100μL of substrate solution and chemiluminescence was read at 450nm using an EnSpire 2300 Multilabel 

reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). 
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Cells Culture, transfection and treatment 

HEK293 (human embryonic kidney cells) and Neuro2A cells (mouse neuroblastoma cells) were grown in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 10% foetal bovine serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin 

and 1% glutamine in a humidified atmosphere (95% air,5% CO2) at 37°C. Monolayers of cells were routinely 

maintained in T75 flasks. To induce TDP-43 overexpression, cells were transfected for 48h when at 70% 

confluence with hTDP-43 or Flag-TDP-43 plasmids (home-made) using Jet Prime (Polyplus, Strasbourg, 

France) transfection reagents according to manufacturer’s instructions. To treat the cells, a 10μM solution of 

either free Alexa 488, 807.3-488 antibody or E6-488 antibody was added to the medium for 24 hours. All 

experiments were conducted on cells with similar passage numbers, ranging from 6 to 20, in order to avoid 

artefacts due to senescence. 

 

Protein extraction and Western blot (cells) 

For Western blot analysis, cells were grown to 70% confluence in wells in a humidified atmosphere (95% air, 

5% CO2) at 37°C. If applicable, cells transfections and/or treatments were performed as described before.  

To obtain nuclear and cytoplasmic fractions, cells were collected in cold PBS and centrifuged at 2000 x rpm 5 

min. Pellets were lysated in hypotonic buffer (Hepes pH 8 10mM, KCl 10mM, MgCl2 1.5mM, NaF 1mM, PMSF 

0.5mM supplemented with protease, phosphatase inhibitors) and incubated on ice for 15min. NP-40 (0.5%) 

was added and lysates were vortexed and centrifuged 10 min at 3000 x rpm. Supernatant were collected as 

cytoplasmic fractions. Pellets were then solubilized in extraction buffer (Hepes pH 8 20mM, NaCl 420mM, 

MgCl2 1.5mM, NaF 1mM, EDTA 0.2mM, glycerol 25%, PMSF 0.5mM supplemented with protease, 

phosphatase inhibitors), incubated on ice 15min, sonicated and centrifuged at 12.000 rpm for 10min. 

Supernatants were collected as nuclear fractions.  

Total proteins from cells were obtained by lysating cells pellets in extraction buffer supplemented with 0.5% 

of NP-40 if immunoprecipitation experiments were planned, or with SDS 1% followed by centrifugation at 

12.000 rpm for 10min.  

For soluble and insoluble protein extraction, cell pellets were solubilized in Ripa buffer (Tris 50mM, NaCl 

150mM, SDS 0.1%, Na-Deoxycholate 0.5%, Triton X100 1%, PMSF 1mM supplemented of protease and 

phosphatase inhibitors), sonicated and centrifuged 20 min at 13.000 rpm. Supernatants were collected as 

soluble portion, whereas pellets were washed twice in Ripa buffer, sonicated, centrifuged again 20 min at 

13.000 rpm., and finally resuspended in SDS 2%. For Western blots, equal amount of proteins was 

resuspended in loading buffer supplemented with Dithiothreitol (DTT) 1mM, boiled 5 min at 100°C and 

loaded on 12% acrylamide gels (home-made) or precast gels (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), transferred on 

PVDF membranes (Millipore, Burlington, MA, USA) and incubated 1h with blocking solution (BSA 3% or Milk 
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5% in TBS-Tween 0.1%). Membranes were incubated overnight with primary antibodies (Supp Table 1) 

diluted in blocking solution, washed in TBS-Tween, incubated 2h in secondary antibodies, and finally washed 

in TBS-Tween. Goat anti-mouse HRP or goat anti-rabbit HRP were diluted 1:5000 in blocking, whereas IRDye 

(Li-Cor, Lincoln, NE, USA) were diluted 1:10.000 in TBS-Tween and incubated in dark. Signal was acquired by 

exposing membranes to X-ray film (Biomax, Rochester, NY, USA) or using the Li-Cor sistem (Li-Cor, Lincoln, 

NE, USA).  

 

Immunofluorescence (cells) 

For immunofixation, cells were grown to 70% confluence on 0.17 mm thick cover glasses (Fisher Scientific, 

Hampton, NH, USA) in a humidified atmosphere (95% air, 5% CO2) at 37°C. If applicable, cells transfection 

and/or treatment were performed as described before. Cells were then washed once in PBS and fixed with 

4% paraformaldehyde for 15min at room temperature. After three washes in phosphate buffered saline 

(PBS), cells were blocked and permeabilized in 0.1% triton X-100 and 5% bovine serum albumin in PBS for 1 

h at room temperature. Cells were then washed and incubated over night at 4°C with primary antibodies 

(Supp Table 1) diluted in blocking solution. Finally, cells were washed in PBS and incubated with appropriate 

Alexa Fluor conjugated secondary antibodies (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 1:1000). DNA was 

counterstained with Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 1:1000) and cover glasses 

were mounted on 1.0 mm thick slides (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA) using Fluoromount-G Buffer 

(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA). 

 

Cells survival assay 

Cell viability was assessed using [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4- 

sulfophenyl)-2H-tetrazolium] MTS assay, following manufacturer’s instructions (Promega, Madison, WI, 

USA). After one-hour incubation with the reagent, absorbance was determined at 490 nm using an EnSpire 

2300 Multilabel reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).  

 

TDP-43A315T transgenic animals 

Transgenic mice bearing the human genomic fragment encoding for TDP-43A315T mutation [ref Swarup] were 

identified by PCR performed on tail biopsies. The animals were constantly maintained as colony at the CERVO 

Brain Institute animal facility under standard conditions. The Animal Care Ethics Committee of the University 

of Laval approved all in vivo experimental protocols. Experiments were carried out in accordance with the 

Guide to the Care and Use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care. 
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Treatments administration 

Mice were anesthetized with 2% isoflurane during all the procedures, and post-treated with subcutaneous 

buprenorphine (0.05 mg/kg) to prevent postoperative pain. For intranasal administration, anesthetized mice 

were placed on their back, and droplets of 0.9% saline or 2mg/mL purified monoclonal antibody solution 

were dropped into the mouse's nostrils using a pipette. Fifty microliters of solution per mouse (25μL per 

nostril) was administered twice a week. For intraperitoneal administrations, mice were placed on their back 

and 500µL of 0.9% saline or 1mg/mL purified monoclonal antibody solution were injected intraperitoneally. 

For continuous intraventricular delivery, a sterile brain infusion cannula was stereotaxically implanted into 

the right ventricle of the mice (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). After insertion, the infusion 

cannula was fixed to the skull with dental cement and connected to an osmotic minipump implanted under 

the skin (Alzet, Cupertino, CA, USA) filled with 200μL of 0.9% saline or 0.6 mg/mL purified monoclonal 

antibody solution. Mice received continuous amount of antibody in ventricles with a pumping rate of 

0.25μL/h. For intrathecal injections, anesthetized mice were placed on their stomach, and a total of 20μL 

volume of 0.9% saline or 1,25mg/mL purified monoclonal antibody solution was slowly injected into the dura 

(L4-L5 intervertebral space) using a 10μL sterile Hamilton syringe. The presence of a reflex contraction of the 

hind legs or the tail was considered indicative of a successful administration. The syringe was removed 1 

minute after the end of the injection to minimize CSF and vector leakage. 

 

Behavioural experiments 

All of the behavioural experiments were blindly conducted as such the experimenter had no knowledge of 

the drug treatment of animals. Accelerating Rotarod was performed at 4 rpm speed with 0.1 rpm/s 

acceleration as described elsewhere12. Mice were subjected to three trials per session, the mean 

(performance was considered. The novel object recognition test was performed as a 3 days test: on day 1 

(habituation), the mouse was positioned in an empty 15 x 30 cm opaque box and allowed to discover the 

environment for 5 min; on day 2 (training), the mouse was allowed to interact with 2 equal objects positioned 

in the box for 5 min, time of interaction with each object was recorded; on day 3 (test), one object was 

replaced with a new and completely different object (colour and shape) and time of interaction with each 

object was again recorded. For the Step-through passive avoidance test, a two-compartment apparatus 

(bright and dark compartments separated by a guillotine door) was used (Ugo Basile, Trappe, PA, USA). Mice 

were placed in the bright compartment and allowed to explore for 30 seconds, at which point the guillotine 

door was raised to allow the mice to enter the dark compartment. When the mice entered the dark 

compartment, the guillotine door was closed and an electrical foot shock (0.5 mA) was delivered for 2 

seconds on the second day. On the third day, mice were placed in the bright compartment and the time to 
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enter the dark compartment was recorded (no shock given if entering the dark compartment, maximum 

latency in the bright compartment = 300 seconds). 

 

Sacrifice 

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of 4% chloral hydrate (sodium pentobarbital, 100mg/kg). 

For protein analyses, mice were perfused intracardially with 30mL of cold 0.1M phosphate buffer (+4°C, flow 

rate 20 mL/minute), and tissues were then quickly collected, frozen on dry ice, and stored at -80°C until used 

for protein extraction. For histological analyses, mice were first perfused intracardially with 30mL of cold 

0.1M phosphate buffer, and subsequently perfused with 30mL of cold 4% paraformaldehyde (PFA). Tissues 

were then collected, post-fixed for 24h in 4% PFA and cryoprotected in sucrose 30%. 

 

Protein extraction and Western blot (tissues) 

To obtain nuclear and cytoplasmic fractions, frozen tissues were lysed in hypotonic buffer (Hepes-KOH pH 

7.6 10mM, NaCl 10mM, KH2PO4 1mM, NaHCO3 5mM, EDTA pH8 5mM, CaCl2 1mM, MgCl2 0.5mM 

supplemented by protease and phosphatase inhibitors), homogenized, solubilized by rotation at 4°C for 

10min, added of 10% sucrose 2.5M and centrifuged 10 min at 6.300 x g. Supernatants were collected as 

cytoplasmic fraction. Pellets were resuspended in extraction buffer (Tris pH7.4 10mM, Sucrose 300mM, EDTA 

1mM, NP-40 0,1% supplemented by protease and phosphatase inhibitors), homogenized and centrifuged 

5min at 4.000 x g. Pellets were washed 3 times with extraction buffer followed by centrifugations. After last 

centrifugation pellets were resuspended in Ripa buffer (Tris pH7.4 50mM, EDTA 1mM, NaCl 150mM NP-40 

1% supplemented with SDS 2% and protease and phosphatase inhibitors) and sonicated. To obtain insoluble 

proteins from cytoplasm, triton X100 1% was added to the cytoplasmic fraction, sonicated and 

ultracentrifuged at 107.000 x g 30min. Supernatants were collected as cytoplasmic soluble portions whereas 

pellets were resuspended in Ripa buffer and sonicated as for nuclear pellets. Proteins were quantified using 

Lowry method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) or BCA method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) when SDS was 

present in the lysate. Western blot analyses were performed as described before for cells protein extracts. 

 

Immunofluorescence (tissues) 

Paraformaldehyde fixed lumbar spinal cords and brains were 25µm sectioned using a SM2000 R microtome 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) and stored at -20°C in a glycerol and glycine solution. After 3 washes 

in PBS, tissue sections were blocked and permeabilized in 0.1% Triton X-100 and 5% normal goat serum in 

PBS for 1h at room temperature. Sections were then washed and incubated over night with primary 

antibodies (Supp Table 1) in blocking solution. Sections were then washed in PBS and incubated with 
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appropriate Alexa Fluor conjugated secondary antibodies (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 1:1000) for 2 hours 

at room temperature. DNA was counterstained using Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 1:10000, 

1mn), and TrueBlack (Biotium, Fremont, CA, USA, 1:20, 2mn) was used to quench lipofuscin 

autofluorescence. Sections were finally mounted on 1.0 mm thick slides and covered with 0.17 mm thick 

cover glasses (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA) using Fluoromount-G Buffer (Southern Biotech, 

Birmingham, AL, USA).  

For low magnificence fluorescence imaging, slides were placed on the stage of a DM5000 B wide-field 

microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) connected to a CTR5000 station and a Mi-150 Fiber 

Optic Illumination System (Dolan-Jenner, Boxborough, MA, USA) and equipped with 10X/0.30 Ph1 HC PL 

Fluotar, 20X/0.50 Ph2 HC PL Fluotar and 40X/0.75 Ph2 HCX PL Fluotar objectives. Images were acquired using 

a Digital FireWire Monochrome Camera (DFC350 FX) controlled by Leica Application Suite software version 

4.8.0. For high magnificence fluorescence Imaging, slides were placed on the stage of a Axio Imager Z1 wide-

field microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with 40X EC-plan Neofluar 40x/0.75 Ph2 M27, 63X 

Plan Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27, and 100X EC-plan Neofluar 100x/1.30 Oil Ph3 M2 oil immersion 

objectives. Images were acquired using an AxioCam MRm camera controlled by AxioVision software (Carl 

Zeiss Imaging Solutions GmbH) version 4.8.1.0. 

More than 15,000 images were acquired and analysed in total. ImageJ software was used for images 

reconstruction and morphometric analysis {Johannes, 2015 #1878}. To assess the number of motor neurons 

in ventral horns, neurons stained with anti-ChaT antibody were counted on pictures acquired at low 

magnification (20X). The nucleocytoplasmic ratio of TDP-43 was determined for each cell at high 

magnification (63X) as described before {Codron, 2018 #1880}. For astrogliosis and microgliosis assessments, 

an automated intensity detection threshold (IJ_IsoData) was applied to images acquired at medium 

magnification (40X), and elements higher than 30 µm were selected and analysed for area distribution. To 

quantify NFκB activation in neurons, the mean intensity of acetylated NFκB signal was measured in the 

nucleus and corrected to the mean cytoplasmic signal of the same cell (considered as basal signal). 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were carried out using PRISM software version 6.0 for Windows (GraphPad, La Jolla, CA, 

USA). Comparisons of means were performed using Student’s t-test for two groups analysis, and the one-

way analysis of variance (ANOVA) for multiple groups analysis, after verifying the normal distribution and the 

homoscedasticity of data using Shapiro–Wilk’s and Bartlett’s tests. Comparisons of percentages were 

performed using Fischer’s test. Differences were considered to be significant at p<0.05.  
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Supplementary Data 

Supplementary Figures 

 

 

Supplementary Figure 1. Characterization of E6 monoclonal antibody directed against TDP-43 RRM1 domain. (a) 

Immunofluorescence performed on fixed brain sections from a control subject and a patient affected with ALS/FTD. Commercial anti-

TDP-43 (Cterm) and 807.3-488 or E6-488 were used as primary antibodies. Scale bar 10µm. (b) Immunofluorescence performed on 

fixed brain and spinal cord sections from TDP-43A315T transgenic mice. Commercial anti-TDP-43 (Cterm) and 807.3-488 or E6-488 were 

used as primary antibodies. Scale bar 50µm, (high magnification scale bar 10µm). 
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Supplementary Figure 2. (a) Representative images of mIgG2A immunofluorescence detection in brain (bulbs, 

prefrontal cortex and motor cortex) of mice 2 weeks after intranasal treatment with saline 0.9% or E6. Scalebar 100µm. 

(b) Representative immunofluorescence images of aseptic inflammation reactive to implanted device in brain of mice 

treated 28 days using osmotic minipump system (Alzet, Cupertino, CA, USA). Endogenous immunoglobulins ingress (red) 

and microglial activation (green) were observed both with saline 0.9% and E6 treatments. Scale bar 2mm. (c) 

Representative immunofluorescence images of E6 direct detection in brain of mice treated 28 days using osmotic 

minipump system filled with E6-488 antibody. Only a small amount of antibodies was detected in necrotic tissue around 

the injection point (1) and on the wall of the ipsilateral ventricle (2). Scale bar 2mm 
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Supplementary Tables 

Supplementary Table 1: List of antibodies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antigen Antibody 
WB 

dilution 

IF 

dilution 
Company 

Actin mouse monoclonal 1:10000  Millipore (Temecula, CA, USA) 

CD11B rat monoclonal  1:1000 Bio-Rad (Hercules CA, USA) 

Chat goat polyclonal  1:500 Millipore (Temecula, CA, USA) 

Iba-1 rabbit polyclonal 1:500 1:1000 
Wako Chemicals (Richmond, VA, 

USA) 

Glial fibrillary acidic protein rabbit polyclonal  1:1000 Dako (Santa Clara, CA, USA) 

Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase 
mouse monoclonal 1:2000  Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) 

Mouse IgG2A 
goat polyclonal (alexa-

488 conjugated) 
 1:4000 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 

NeuN rabbit monoclonal  1:1000 
Cell Signaling Technologies 

(Danvers, MA, USA) 

NF-kB p65 subunit rabbit polyclonal 1:1000  Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) 

p65 (acetylated) rabbit polyclonal  1:1000 Abcam (Cambridge, UK) 

p65 (phospho Ser 536) mouse monoclonal 1:1000  
Cell Signaling Technologies 

(Danvers, MA, USA) 

Oligodendrocyte Specific 

Protein 
Rabbit polyclonal  1:1000 Abcam (Cambridge, UK) 

p84 nuclear membrane mouse monoclonal 1:500  Abcam (Cambridge, UK) 

TDP-43 N-Term rabbit polyclonal 1:5000 1:1000 Proteintech (Chicago, IL, USA) 

TDP-43 C-Term rabbit polyclonal 1:5000 1:1000 Proteintech (Chicago, IL, USA) 

TDP-43 human specific mouse monoclonal 1:1000 1:1000 Abnova (Taipei City, Taiwan) 
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3. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

3.1. Principaux résultats de l’étude 

Dans ce troisième projet réalisé au sein de l’équipe du Professeur Jean-Pierre Julien (institut CERVO, 

Qc, Canada), nous avons travaillé à la mise au point d’une immunothérapie directe par injection 

d’IgG dirigées contre le domaine RRM1 de la protéine TDP-43. En utilisant une approche 

immunohistologique, nous avons pu observer chez des souris transgéniques surexprimant la 

mutation TDP-43A315T traitées par injections intrathécales répétées un adressage motoneuronal du 

traitement et une diminution de la charge lésionnelle médullaire. Il s’agit à notre connaissance du 

premier travail portant sur une telle approche. 

 

3.1.1. Choix de l’immunoglobuline 

Les protocoles d’injection d’immunothérapie directe chez l’animal et chez l’homme sont bien 

établis, et cette approche permet de contrôler les posologies administrées et d’arrêter le traitement 

en cas de survenue d’effet indésirable. Nous avons pour cette étude choisi de générer une 

immunoglobuline monoclonale de type G, plus adaptée aux immunothérapies directes de par une 

demi-vie longue et un fragment Fc assurant une endocytose neuronale et microgliale. Les analyses 

en immunofluorescence ont permis d’observer une endocytose neuronale spontanée des 

immunoglobulines administrées, tant in vitro que chez les souris traitées. Ces résultats soutiennent 

l’existence d’une internalisation neuronale des anticorps médiée par des récepteurs membranaires 

aux fragments Fc (Gros Louis et al., 2011, Congdon et al., 2013), et confortent le choix des IgG dans 

la mise au point des immunothérapies par injection directe dans la SLA.  

L’endocytose de l’immunoglobuline E6 n’a pas été responsable d’une toxicité chez les cellules en 

culture ni chez les souris. En effet, une fois internalisé, l’anticorps restait localisé au sein du 

cytoplasme des neurones, ne pouvant ainsi interagir avec la fraction nucléaire physiologique de 

TDP-43. De plus, l’analyse en immunofluorescence du co-marquage TDP-43 / E6 chez les cellules 

N2A en culture a mis en évidence une interaction sélective de l’anticorps avec les agrégats 

pathologiques intracytoplasmiques de TDP-43 in vitro. Ces résultats, associés aux données obtenues 

par DotBlot et ELISA, démontrent une bonne spécificité de l’anticorps pour sa cible. 
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3.1.2. Stratégie d’administration 

Plusieurs modalités d’administration de l’immunothérapie ont été testées dans cette étude. Bien 

que les anticorps injectés par abord systémique (injections intrapéritonéales et intranasales) aient 

pu être détectés au sein des vaisseaux du SNC des animaux traités, leur trop faible passage de la 

BHE (0.1%) et l’absence de rupture lésionnelle chez les souris transgéniques TDP-43A315T n’a pas 

permis une diffusion suffisante du traitement à l’ensemble du parenchyme cérébral et médullaire. 

Toutefois, compte tenu des résultats positifs obtenus dans de précédents travaux portant sur des 

immunothérapies anti-SOD1 administrées par voie systémique (Dong et al., 2018 ; Maier et al., 

2018), cette approche pourrait être envisagée sur des modèles animaux TDP-43 présentant une 

atteinte clinico-pathologique plus marquée responsable d’une rupture de la BHE.  

Nous avons par la suite employé des techniques d’injection centrale pour administrer le traitement. 

La mise en place chirurgicale de minipompes osmotiques intra-cérébroventriculaires s’est révélée 

traumatisante et responsable d’une forte réaction inflammatoire réactionnelle empêchant toute 

analyse histologique. En revanche, l’administration par injections intrathécales répétées a permis 

une excellente diffusion du traitement à l’ensemble de la moelle épinière et au tronc cérébral tout 

en étant peu invasive et non vectrice de réaction inflammatoire locale. De plus, les anticorps une 

fois présents au sein du système nerveux central étaient naturellement captés par les deux types 

cellulaires cibles du traitement : les neurones et les cellules microgliales. A l’inverse, les analyses en 

immunofluorescence n’ont pas mis en évidence d’anticorps au sein du cytoplasme des astrocytes et 

des oligodendrocytes. Cette différence de biodisponibilité cellulaire peut être attribuée à 

l’expression par les premiers (neurones et microgliocytes) de récepteurs membranaires aux 

fragments Fc des immunoglobulines permettant leur endocytose, absents ou exprimés dans une 

moindre mesure chez les seconds (astrocytes et oligodendrocytes) (Fuller et al., 2014). 

L’administration par injections intrathécales n’a toutefois pas permis d’atteindre l’extrémité 

encéphalique du névraxe, limitant son action aux étages spinal et bulbaire.  

 

3.1.3. Observations histopathologiques 

Dans cette étude nous avons pu observer chez des souris transgéniques exprimant la mutation TDP-

43A315T traitées par immunothérapie une tendance à la diminution du taux de TDP-43 au niveau de 

la moelle épinière associée à une augmentation significative du rapport nucléocytoplasmique de 

TDP-43 au sein des motoneurones.  
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Ces résultats étaient accompagnés par une activation microgliale au niveau de la corne antérieure 

des souris traitées. Cette dernière pourrait être l’un des mécanismes d’élimination des inclusions de 

protéine TDP-43 présents au niveau de la matrice extra-cellulaire, mais également des agrégats 

intra-neuronaux. En effet les cellules microgliales activées « réparatrices » participent à la 

dégradation des agrégats protéiques intra- et extra-cellulaires présents dans le SNC dans le cadre 

des maladies neurodégénératives (Lee CY et al., 2010 ; Luo et al., 2015). Une récente étude utilisant 

un modèle murin rNLS8 dont la surexpression motoneuronale inductible de hTDP-43 aboutit à un 

phénotype clinico-histologique sévère mais réversible, a montré que l’élimination des inclusions 

motoneuronales de TDP-43 après arrêt de l’induction était précédée par une activation microgliale 

transitoire (Spiller et al., 2018). De plus, dans le cadre d’un traitement par immunothérapie, la 

dégradation des inclusions protéiques par les cellules microgliales semble être stimulée par la 

présence des anticorps ciblant ces agrégats, par internalisation des complexes immuns via les 

récepteurs membranaires aux fragments Fc (Luo et al., 2015). Cette hypothèse est renforcée par la 

détection dans notre travail d’anticorps E6 au sein des cellules microgliales en immunofluorescence.  

Nous avons également pu constater dans notre étude une inhibition de la voie NFκB au sein des 

motoneurones des souris traitées par E6. L’anticorps bloquant l’interaction de P65 avec le domaine 

RRM1 de la protéine TDP-43, cette inhibition des voies de la neuroinflammation pourrait constituer 

un élément neuroprotecteur supplémentaire du traitement. 

 

 3.1.4. Performances cliniques 

Si aucun effet secondaire n’est survenu durant le traitement, nous n’avons pas observé 

d’amélioration significative des performances motrices et cognitives des souris traitées par 

immunothérapie intrathécale, malgré les observations histopathologiques et contrairement aux 

résultats obtenus lors de notre précédente étude portant sur les scFv. Cette différence peut être 

expliquée par une durée de traitement plus courte et un âge moins avancé des souris. De plus, les 

modèles murins transgéniques surexprimant une mutation située sur l’extrémité C-terminale de 

TDP-43 présentent des phénotypes hétérogènes et majoritairement cognitifs, rendant difficile 

l’établissement de critères de jugement moteurs pour évaluer l’efficacité d’un traitement chez ces 

modèles (Arnold et al., 2013 ; White, et al., 2018). Ainsi, L’utilisation de souris transgéniques 

présentant un phénotype moteur plus marqué, tels que les récents modèles rNLS8 et double-

transgénique UBQLN2P497H;TDP-43G348C (Picher-Martel et al., 2019 ; Spiller et al., 2018) serait 



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   116     

particulièrement intéressante pour tester l’efficacité de notre traitement sur les symptômes 

déficitaires. Ce dernier modèle, en particulier, a été généré suite à l’observation in vitro d’une 

augmentation des agrégats TDP-43 intraneuronaux et de l’activation de la voie NFkB lors de la 

surexpression de la protéine UBQLN2 (sauvage ou mutée), conséquences d’une perturbation du 

système ubiquitine-protéasome (UPS) (Picher-Martel et al., 2015). La génération de souris 

transgéniques exprimant la protéine mutée UBQLN2P497H sous contrôle du promoteur hNFH, puis le 

croisement de ces dernières avec des souris porteuses de la mutation TDP-43G348C a permis 

l’obtention de souris double-transgéniques UBQLN2P497H;TDP-43G348C dont le phénotype clinique et 

pathologique était exacerbé (Picher-Martel et al., 2019). La majoration de la perte motoneuronale 

et l’importance de la charge lésionnelle TDP-43 dès 5 mois pourrait permettre de mieux apprécier 

les effets d’une immunothérapie chez ces modèles. Toutefois, la configuration particulière d’une 

double pathogénicité, avec en particulier l’existence d’une altération du système UPS associée, doit 

être prise en compte dans l’interprétation des résultats et des conclusions portées lors de 

l’utilisation de ce modèle. Enfin, allonger la durée du traitement permettrait d’évaluer l’efficacité 

du traitement à plus long terme, et de s’assurer de l’absence de survenue d’effets indésirables 

tardifs. 

 

3.2. Perspectives en recherche 

Nous travaillons actuellement à compléter l’ensemble de ces résultats en utilisant des techniques 

d’analyse quantitatives par Western-Blot et Immunoprécipitation. Les concentrations d’IgG2A sont 

mesurées au sein de culots de cellules en cultures traitées et des prélèvements médullaires congelés 

des souris sacrifiées afin d’étudier la biodisponibilité du traitement. Nous étudions également dans 

ces échantillons les taux de protéine TDP-43, en distinguant les fractions solubles et insolubles, mais 

également nucléaires et cytoplasmiques. De même, l’analyse en Western Blot de l’expression des 

protéines GFAP, Iba1 et p65 permettra de mettre en perspective les résultats obtenus en 

immunofluorescence sur l’activation gliale et l’inhibition des voies de la neuroinflammation. Enfin 

l’étude de protéines dont l’expression est modulée par TDP-43 telles que FUS, NFL et POLDIP3, 

permettra d’évaluer l’impact de l’internalisation de E6 sur l’activité physiologique nucléaire de la 

protéine. 
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4. CONCLUSION ET OUVERTURE 

Les résultats obtenus dans cette étude sont encourageants, montrant l’efficacité de l’adressage du 

traitement et une diminution de la charge lésionnelle chez les souris traitées. Plusieurs projets 

s’inscrivant dans la continuité de ce travail sont actuellement en développement au sein de l’unité 

de recherche du Pr Jean-Pierre Julien. Les modalités de vectorisation de l’anticorps E6 sont étudiées 

pour faciliter son passage de la BHE et permettre d’envisager une administration systémique du 

traitement. Un second projet porte sur l’injection d’ARNm codant pour des scFv ciblant le segment 

RRM1 de TDP-43. Enfin, une immunoglobuline E6 humanisée sera prochainement générée pour être 

testée sur modèle animal avant d’envisager son utilisation dans des protocoles d’études cliniques.  
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CONCLUSION 
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CONCLUSION GENERALE 
 
 
 
Durant ces 3 années dédiées à la recherche en neurosciences sur la thématique de la SLA, nous 

avons cherché à contribuer à l’effort de recherche et tenté d’apporter des éléments de réponse aux 

enjeux actuels dans ce domaine en menant trois projets aux approches et objectifs distincts.  

Nous avons tout d’abord travaillé à la mise au point d’une nouvelle technique de préparation et 

d’analyse de tissu par imagerie super-résolutive permettant l’étude d’échantillons cérébraux, 

médullaires et musculaires de patients atteints de maladies neurodégénératives à l’échelle 

nanométrique. Si cette approche a permis d’augmenter considérablement la résolution des images 

obtenues, pour des raisons administratives et chronologiques nous n’avons pas pu l’utiliser sur des 

prélèvements issus de patients atteints de SLA dans les délais impartis pour la finalisation de cette 

thèse. 

Dans un second travail, nous nous sommes attachés à caractériser l’ultrastructure, le métabolisme 

et la réponse au stress de fibroblastes issus de patients atteints de SLA sporadique afin de tenter 

d’identifier de nouveaux marqueurs pathologiques de la maladie décelables du vivant des patients, 

et de préciser la place du fibroblaste en tant que modèle d’étude de la sSLA. Malgré l’absence 

d’altérations de l’ultrastructure cellulaire, nous avons pu identifier chez ces fibroblastes une 

altération de certaines voies métaboliques, ainsi qu’une augmentation de la synthèse du collagène.  

Enfin, grâce à l’aimable invitation du Pr Jean-Pierre JULIEN, nous avons eu la chance de contribuer 

à la mise au point d’une immunothérapie par anticorps monoclonaux ciblant les agrégats de 

protéine TDP-43 niveau du système nerveux central. Si l’administration du traitement n’a pas permis 

d’amélioration clinique chez les souris testées, les résultats pathologiques, en particulier la 

diminution de la charge lésionnelle et de l’activation des voies de la neuroinflammation, sont 

encourageants.  
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PERSPECTIVES EN RECHERCHE 
 

 

Sur la base des résultats obtenus mais également des limites rencontrées au cours des projets 

menés durant ces trois années de thèse, plusieurs pistes s’ouvrent pour les années à venir : 

Un projet de deux ans financé à hauteur de 18.000€ par le CHU d’Angers débutera au mois de 

Novembre 2019 au sein de notre laboratoire Mitolab UMR CNRS 6015 INSERM 1083, avec pour 

objectif l’analyse en microscopie super-résolutive STORM de prélèvements cérébraux et médullaires 

de patients atteints de SLA sporadique et de sujets contrôles issus de la Biocollection du service de 

neuropathologie du CHU d’Angers. Un travail complémentaire portant sur des biopsies musculaires 

sera également effectué, afin de tenter d’identifier des anomalies ultrastructurelles au sein des 

myofibrilles des patients. Plusieurs partenariats ont été établis pour ce projet (Paris, Brest Limoges). 

Notre objectif est de tenter de caractériser la composition et l’architecture des lésions présentes au 

sein des neurones moteurs des patients afin de tenter d’identifier de nouveaux marqueurs 

pathologiques et de mieux comprendre les mécanismes de dégénérescence motoneuronale. 

Un second projet débutera au sein de notre laboratoire dans le cadre d’un Master 2 à partir du mois 

de Janvier 2020, également financé par le CHU d’Angers, visant à étudier plus précisément la 

quantité et la structure des éléments de la matrice extracellulaire produits par les fibroblastes en 

culture issus de patients atteints de SLA. Des analyses complémentaires seront effectuées en 

parallèle sur des échantillons de moelle épinière de patients et de sujets contrôles de la biocollection 

du service de Neuropathologie du CHU d’Angers. Notre objectif est d’identifier un possible nouveau 

marqueur biologique de la maladie observable du vivant des patients, ainsi qu’une voie d’étude du 

métabolisme du collagène. 

Un troisième projet initié sur la base de résultats complémentaires obtenus au cours de ces 3 ans 

(non présentés dans ce manuscrit), porte sur une possible nouvelle fonction de la protéine TDP-43. 

Ce projet d’un an, mené en partenariat avec plusieurs structures de recherche (Québec, Gif sur 

Yvette, et Lyon), pourra par la suite être poursuivi en fonction des premiers résultats obtenus. 

Enfin, les travaux portant sur la mise au point d’une immunothérapie dans la SLA se poursuivent au 

sein de l’équipe de recherche Québécoise du Pr Jean-Pierre JULIEN, plusieurs cibles, vecteurs et 

modalités d’administrations sont actuellement à l’essai sur différents modèles cellulaires et 

animaux.  
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 IMPLICATION TECHNIQUE PERSONNELLE   

 

 

CHAPITRE 1 : COMPREHENSION DES MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES.  

Étude du cerveau humain à l’échelle nanoscopique par microscopie super-résolutive  

 

- Conception du schéma expérimental, rédaction du projet, des demandes d’autorisation et des 

appels d’offre pour financement (investigateur principal). 

- Contact avec les équipes de recherches pour partenariat. 

- Sélection des patients (échantillons) sur dossier médical et neuropathologique. 

- Lecture de lames archivées. Microscope : Zeiss Axioscop40 (Carl Zeiss). Logiciel d’acquisition : 

AxioVisio 4.6 software (Carl Zeiss). 

- Récupération des échantillons au centre de ressource biologique et coupe au cryostat Leica 

CM3050 S (Leica Biosystems). 

- Immunomarquage conventionnel ou en free floating des coupes, montage pour analyse. 

- Paramétrage du microscope et acquisitions en imagerie conventionnelle ou super-résolutive 

STORM. Microscope : NIKON ECLIPSE Ti-E (Nikon Instruments). Logiciel d’acquisition : Metamorph 

(Molecular Devices). 

- Traitement d’images (reconstruction 3D et STORM, Z projection, overlay, mesures). Logiciels : 

Metamorph (Molecular Devices, CA, USA), WaveTracer (Roper Scientific), Imaris 8.0 software 

(Bitplane). 

- Méthodologie et analyse statistique. Logiciel : PRISM version 5.0 (GraphPad). 

- Communications orales et affichées des résultats lors de réunions et de congrès nationaux. 

- Rédaction du manuscrit (article scientifique en Anglais) et composition des figures. Logiciel de 

montage : Illustrator (Adobe). 

 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   222     

CHAPITRE 2 : MODELES ET BIOMARQUEURS.  

Étude de l’ultrastructure et du métabolisme de fibroblastes issues de patients atteints de Sclérose 

Latérale Amyotrophique sporadique 

 

- Conception du schéma expérimental, rédaction du projet, des demandes d’autorisation et des 

appels d’offre pour financement (investigateur principal). 

- Contact avec les équipes de recherches pour partenariat. 

- Étude des dossiers médicaux des patients sélectionnés par les médecins du centre SLA (Dr 

Cassereau, Dr Pautot, Dr Vieillard). 

- Entretien avec patient et entourage pour inclusion dans l’étude, examen clinique et signature du 

consentement. Tenue du dossier de l’étude. 

- Biopsie cutanée par punch après anesthésie locale. 

- Culture cellulaire (L2) de fibroblastes obtenus, traitement, induction de stress. 

- Étude de la croissance cellulaire par système IncuCyte (Essen Biosciences). 

- Analyses biochimiques par Western Blot et Oxygraphie. 

- Traitement par sondes (live imaging) ou immunomarquage (cellules fixées) et montage pour 

analyse en imagerie. Paramétrage du microscope et acquisitions en imagerie épifluorescence 3D, 

vidéomicroscopie (live imaging) et microscopie super-résolutive STORM. Microscope : NIKON 

ECLIPSE Ti-E (Nikon Instruments). Logiciel d’acquisition : Metamorph (Molecular Devices). 

- Traitement d’images (reconstruction 3D et STORM, Z projection, overlay, mesures). Logiciels : 

Metamorph (Molecular Devices), WaveTracer (Roper Scientific), Imaris 8.0 software (Bitplane). 

- Direction du travail de recherche d’une étudiante en Master 1 parcours Neurobiologie Cellulaire 

et Moléculaire, Université d’Angers. 

- Méthodologie et analyse statistique. Logiciel : PRISM version 5.0 (GraphPad). 

- Communications orales et affichées des résultats lors de réunions et de congrès nationaux. 

- Rédaction du manuscrit (article scientifique en Anglais) et composition des figures. Logiciel de 

montage : Illustrator (Adobe). Soumission au journal Amyotrophic Lateral Sclerosis and 

Frontotemporal Degeneration. 
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CHAPITRE 3 : PISTES THERAPEUTIQUES.  

Injection intrathécale d’une immunoglobuline monoclonale dirigée contre le domaine RRM1 de 

la protéine TDP-43 

 

- Demande de mobilité auprès du Pr Jean-Pierre Julien pour effectuer un travail de recherche au 

sein du centre CERVO. 

- Participation à la conception du schéma expérimental. 

- Culture cellulaire (L1) des lignées HEK293 et Neuro2A. 

- Traitements, induction de stress et transfection des lignées. 

- Suivi des souris : identification, pesée, performances motrices (Rotarod, Grid test, Wire hanging 

test, pole test) et cognitives (novel object recognition test, Step-through passive avoidance test).  

- Sacrifice des souris après injection létale IP, perfusion, et prélèvement des tissus. 

- Préparation des tissus congelés pour analyses biochimiques. 

- Préparation des tissus fixés et coupe par microtome SM2000 R (Leica) pour analyses en 

immunofluorescence.  

- Analyses biochimiques (culots cellulaires et échantillons SNC) par Western Blot. 

- Immunomarquage conventionnel ou en free floating (culots cellulaires et échantillons SNC), 

montage pour analyse. 

- Paramétrage des microscopes et acquisitions en imagerie conventionnelle par épifluorescence. 

Microscopes : DM5000 B (Leica Microsystems) et Axio Imager Z1 (Carl Zeiss). Logiciel d’acquisition : 

Leica Application Suite (Leica Microsystems) et AxioVision (Carl Zeiss). 

- Traitement d’images (Z projection, overlay, mesures). Logiciel : ImageJ. 

- Méthodologie et analyse statistique. Logiciel : PRISM version 6.0 (GraphPad). 

- Communications orales et affichées des résultats lors de réunions et congrès de nationaux et 

internationaux. 

- Rédaction du manuscrit (article scientifique en Anglais) et composition des figures. Logiciel de 

montage : Illustrator (Adobe). 

 

 

 

 
  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   224     

ABRÉVIATION 

 

AAV : adeno associated virus.  

Aβ : Amyloid-β. 

ac.p65 : acetylated-p65. 

AD : Alzheimer’s disease. 

ADN : acide désoxyribonucléique. 

ADNmt : ADN mitochondrial. 

AF : Alexa Fluor. 

ALS : amyotrophic lateral sclerosis. 

ALSFRS : amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale.  

AMOF: acute multiple organ failure. 

AMP : atrophie musculaire progressive. 

ANG : angiogénine. 

ANOVA : analysis of variance. 

AO : adaptive optics. 

APOE : Apolipoproteine E. 

ARN : acide ribonucléique.  

ARNm : ARN messager. 

ARNnc : ARN non codant. 

ATP : adénosine triphosphate. 

BBB : blood-brain barrier. 

BH : brain hemorrhage. 

BHE : barrière hémato-encéphalique. 

BSA : bovine serum albumin. 

CIHR : Canadian institutes of health research. 

CLB : cortical Lewy body. 

CNRS : centre national de la recherche scientifique. 

CTF : fragments d’extrémité C-terminale. 

DER : dépense énergétique de repos. 

DLB : dementia with Lewy bodies. 
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DMEM : Dulbecco’s modified eagle medium. 

STORM : stochastic optical reconstruction microscopy. 

DTT : dithiothreitol. 

ECAS : Edinburgh cognitive and behavioural ALS screen.   

EMCCD : Electron Multiplying Charge Coupled Device. 

ES : effet secondaire. 

FcR : fragment Fc. 

FCS : fetal calf serum. 

FI : filaments intermédiaires. 

fSLA : sclérose latérale amyotrophique familiale. 

FTLD : frontotemporal lobar degeneration. 

GRD : Glycin Rich Domain. 

GST : glutathione S-transferase. 

HEK293 : human embryonic kidney cells. 

ICV : intra cérébroventriculaire.  

IgG : immunoglobuline G. 

IN : intranasal.  

INSERM : institut national de la santé et de la recherche médicale. 

IP : intrapéritonéal.  

iPSC : cellules souches pluripotentes induites. 

IT : intrathécal.  

IV : intraveineux.  

LB : Lewy body. 

LCS : liquide cérébro-spinal.  

LN : Lewy neurite. 

lncARN : long ARN non codant. 

LV : Lentivirus.  

MAPK : mitogen-activated protein kinase. 

MBP : Myelin Basic Protein. 

MEF : fibroblastes embryonnaires murins. 

MET : microscopie électronique à transmission. 

miARN : micro-ARN.  
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mIgG2A : immunoglobuline G2A murine. 

MMPs : Métalloprotéases matricielle. 

NES : nuclear export sequence.  

Neuro2A : mouse neuroblastoma cells. 

NF : neurofilament. 

NFH : neurofilament heavy chain. 

NFκB : nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells. 

NFL : neurofilament light chain. 

NFM : neurofilament medium chain. 

NFT : neurofibrillary tangle. 

NLS : nuclear localization sequence.  

Nrf2 : nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

PBS : phosphate buffered saline. 

PD : Parkinson's disease  

PFA : paraformaldehyde. 

PRR : pattern-recognition receptor. 

PSF : point spread function. 

pTau : hyperphosphorylated tau protein  

RBP : RNA-binding-protein. 

ROS : espèces réactives de l’oxygène. 

RRM : RNA recognition motifs. 

RT : room temperature. 

scFv : fragment monocaténaire recombinant. 

SD : standard deviation. 

SELFI : self-interference. 

SG : granules de stress. 

SLA : sclérose latérale amyotrophique. 

SLP : sclérose latérale primitive. 

SMN : survie des motoneurones. 

SNC : système nerveux central. 

sSLA : sclérose latérale amyotrophique sporadique. 

TDP-43 : Transactive Response DNA-binding protein-43. 
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TEM : Transmission Electron Microscopy. 

TGF-β : transforming growth factor-β. 

TIRF : total internal reflection fluorescence. 

TLB : typical Lewy body. 

UMR : unité mixte de recherche. 

VCP : valosin containing protein. 

VEGF : vascular endothelial growth factor. 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   228     

FIGURES 

 
 
 

Figure 1. Marqueurs histopathologiques de la Sclérose Latérale Amyotrophique ......................... 5 

Figure 2. Principales voies de dégradation protéique au sein d’une cellule ................................... 7 

Figure 3. Métabolisme énergétique et dynamique mitochondriale ............................................... 10 

Figure 4. Principales pistes physiopathologiques dans la SLA ......................................................... 14 

Figure 5. Accumulation cytosolique de la protéine TDP-43 dans la SLA ......................................... 15 

Figure 6. Structure et fonctions de la protéine TDP-43 .................................................................. 17 

Figure 7. Principales hypothèses actuelles portant sur TDP-43 ...................................................... 19 

Figure 8. Limites résolutives liées à la diffraction de la lumière ..................................................... 26 

Figure 9. Principe d’acquisition d’une image super-résolutive ....................................................... 27 

Figure 10. Système optique et exemples d’acquisition STORM du laboratoire ............................ 29 

Figure 11. : Limites techniques actuelles en imagerie optique conventionnelle pour l’étude des 

rapports et de l’ultrastructure des agrégats intraneuronaux chez les patients atteints de SLA..... 52 

Figure 12. Protocole d’imagerie STORM sur tissu cérébral et musculaire .................................... 53 

Figure 13. Schéma d’étude proposé ............................................................................................... 74 

Figure 14. Production de collagènes par les fibroblastes de patients atteints de SLA ................... 76 

Figure 15. Techniques d’administration d’une immunothérapie ciblant un antigène central ....... 80 

 

 
 
 
 
 
 
  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   229     

TABLEAUX 

 

 

Tableau 1. Principaux gènes dont la pathogénicité est établie dans la SLA familiale ..................... 14 

Tableau 2. Principaux résultats des études menées sur des fibroblastes  ...................................... 57 

Tableau 3. Principaux résultats des études évaluant l’efficacité d’une immunothérapie .............. 82 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et 

pistes thérapeutiques dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique   230     

 

 

 

 

  



  CODRON Philippe | Marqueurs pathologiques et pistes thérapeutiques dans la 

sclérose latérale amyotrophique sporadique   231     

 

 
Marqueurs Pathologiques et Pistes Thérapeutiques dans la Sclérose Latérale Amyotrophique Sporadique 
 

Mots clés : SLA, TDP-43, Dynamique mitochondriale, Cytosquelette, Microscopie STORM, Fibroblastes, Immunothérapie. 
 

Résumé : La sclérose latérale amyotrophique (SLA) sporadique est une pathologie neurodégénérative affectant les 
motoneurones, responsable d’une paralysie diffuse d’aggravation rapidement progressive aboutissant au décès des patients 
dans les 5 années suivant le diagnostic. Il n’existe à ce jour aucun traitement de la maladie. L’étude des lésions neuronales à 
l’origine de la maladie, l’identification de biomarqueurs de la SLA, et la mise au point de nouvelles approches thérapeutiques 
sont les domaines de recherche sur lesquels les efforts sont actuellement concentrés. Le premier objectif de ce travail de 
thèse a été d’optimiser l’analyse histologique des lésions neuronales observées chez les patients atteints de maladies 
neurodégénératives grâce à l’utilisation des nouvelles techniques d’imagerie super-résolutive, qui permettent un 
immunomarquage spécifique à l’échelle nanoscopique. Nos premiers résultats obtenus à partir de la banque de cerveaux du 
département de Neuropathologie du CHU d’Angers ont permis de caractériser avec précision les agrégats protéiques observés 
dans les processus de neurodégénérescence, ouvrant un nouveau champ pour l’exploration du tissu cérébral et médullaire 
des patients atteints de SLA. Le second travail de cette thèse a porté sur l’identification de biomarqueurs de la SLA à partir des 
hypothèses physiopathologiques impliquant la protéine TDP-43, des déficits mitochondriaux et les anomalies du 
cytosquelette. Grâce à l’expertise de l’équipe MitoLab (Angers), nous avons exploré l’ultrastructure cellulaire, le métabolisme 
énergétique et protéique, l’architecture du réseau mitochondrial, et la réponse au stress d’une biocollection de fibroblastes 
issue de patients atteints de SLA sporadique constituée prospectivement. Nos données ont permis d’objectiver une altération 
de certaines voies métaboliques, ainsi qu’une augmentation de la synthèse du collagène. Ces résultats font de ces deux 
paramètres de potentiels marqueurs diagnostique et pronostique de la maladie. La 3ème approche expérimentale de cette 
thèse a été menée au sein de l’équipe du Professeur J.-P. JULIEN (Institut CERVO Canada). Nous avons étudié l’adressage et 
l’action d’anticorps ciblant les agrégats de protéine TDP-43 au niveau du système nerveux central. Nos résultats obtenus par 
immunomarquages fluorescents et études histologiques ont montré l’efficacité de l’adressage du traitement ainsi qu’une 
diminution des lésions chez des souris transgéniques porteuses de la mutation TDP-43A315T. Sur la base de ces résultats, des 
projets complémentaires ont été initiés dans la perspective de tester l’efficacité cette nouvelle approche chez l’homme. 
 

 
Pathological markers and therapeutic prospects in Sporadic Amyotrophic Lateral Sclerosis 
 

Keywords : ALS, TDP-43, Mitochondrial dynamics, Cytoskeleton, STORM imaging, Fibroblasts, Immunotherapy 
 

Abstract : Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disorder affecting both upper and lower motor neurons. 
The disease is responsible for a progressive paralysis leading to death within 5 years after the symptom onset, with no curative 
treatment available so far. Studying pathophysiological processes, identifying new biomarkers of the disease, and developing 
new therapeutic prospects are currently the three main fields of ALS research. In this work, we first aimed to develop a new 
microscopy technique allowing super-resolutive imaging of the human brain, with the aim of studying tissue samples at the 
nanoscale level with specific immunostaining. Our results on brain samples from the Neuropathology Department of the 
University Hospital of Angers allowed us to characterize precisely the architecture of pathological protein aggregates observed 
in neurodegenerative disorders. Extending this approach to brain and spinal cord samples from patients affected with ALS will 
contribute to characterize the composition and organization of intra-neuronal lesions, and reveal underlying mechanisms 
involved in the diseases. Concomitantly, we aimed to identify new ALS biomarkers on the basis of pathophysiological 
mechanisms involved in the disease. Thanks to the expertise of the research unit MitoLab (Angers), we analyzed the 
ultrastructural organization, mitochondrial metabolism, stress response and collagen synthesis of controls- and patients-
derived skin fibroblasts. Our results highlighted alterations of purine and pyrimidine metabolisms, and an increase of the 
collagen synthesis in fibroblasts derived from ALS patients. These parameters could be used as markers for ALS diagnosis and 
prognosis, and may turn out to be valuable tools in clinical practice and therapeutic research. Finally, joining the Canadian 
research team of Pr Jean-Pierre JULIEN (CERVO Institute, Qc), we participated in the development of a new therapeutic 
approach in ALS based on the use of monoclonal antibodies targeting pathological TDP-43 aggregates in neurons. The 
treatment decreased TDP-43 proteinopathy in vitro in cultured neuronal cells, and in vivo in TDP-43A315T transgenic mice 
models. On the basis of these results, a new research project has started with the aim of humanizing the antibodies to consider 
immunotherapy for future therapeutic trials 


	Thèse de doctorat
	UNIVERSITE D'ANGERS
	Comue Université Bretagne Loire
	Thèse de doctorat
	UNIVERSITE D'ANGERS
	Comue Université Bretagne Loire
	Chapitre 1 : Compréhension des mécanismes Physiopathologiques.
	Chapitre 2 : Modèles et Biomarqueurs.
	Étude de l’ultrastructure et du métabolisme de fibroblastes en culture issus de patients atteints de Sclérose Latérale Amyotrophique sporadique
	Chapitre 3 : Pistes Thérapeutiques.
	conclusion generale   ............................................................................................................ 119
	perspectives en recherche  .................................................................................................... 120
	références  ............................................................................................................................................ 122
	annexes  .................................................................................................................................................. 149
	Figures  ................................................................................................................................................... 228
	TABLEAUX  ................................................................................................................................................ 229
	Chapitre 1
	Compréhension des mécanismes Physiopathologiques
	Chapitre 2
	Modèles et Biomarqueurs
	Primary fibroblasts derived from sporadic amyotrophic lateral sclerosis patients
	do not show ALS cytological lesions
	Primary fibroblasts derived from sporadic amyotrophic lateral sclerosis patients
	do not show ALS cytological lesions
	Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43
	reduce proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model
	Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43 reduce proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model
	Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43 reduce proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model
	Lumbar intrathecal injections of monoclonal immunoglobulin against TDP-43 reduce proteinopathy and NFκB activation in a FTLD/ALS mouse model
	Figure 1. Characterization of E6 monoclonal antibody directed against TDP-43 RRM1 domain. (a) Schematic representation of human TDP-43 structure. NLS: nuclear localization sequence, RRM: RNA recognition motif, NES: nuclear export signal, GRD: glycine ...
	Figure 3. E6 selectively interacts with cytosolic misfolded TDP-43 in cultured neuronal cells. (a) Immunofluorescence analysis of the interaction between free Alexa-488, 807.3-488 or E6-488 antibody and cytosolic TDP-43 aggregates in N2A cells overexp...
	Figure 5. Absence of toxicity of E6 intrathecal treatment in mice. (a) Flow chart of the therapeutic assay conducted in mice to study the effects of intrathecal treatment in vivo (up), and schedule of blind collection of mice’s motor and cognitive per...
	Figure 7. E6 induces microglial but not astroglial activation in vivo. (a) Representative images of GFAP and CD11B immunofluorescence staining in anterior horn of lumbar spinal cords of mice. (b,c) Quantification of astrocytes (b) and microglial cells...
	Figure 8. E6 reduces NFκB activation in vivo. (a) Representative image of acetylated P65 (ac.P65) immunofluorescence staining in anterior horn of lumbar spinal cords of mice treated with E6. Ac.P65 staining was lower in the nucleus of motor neurons th...
	Supplementary Figure 1. Characterization of E6 monoclonal antibody directed against TDP-43 RRM1 domain. (a) Immunofluorescence performed on fixed brain sections from a control subject and a patient affected with ALS/FTD. Commercial anti-TDP-43 (Cterm)...
	Supplementary Figure 2. (a) Representative images of mIgG2A immunofluorescence detection in brain (bulbs, prefrontal cortex and motor cortex) of mice 2 weeks after intranasal treatment with saline 0.9% or E6. Scalebar 100µm. (b) Representative immunof...
	Metabo-lipidomics of Fibroblasts and Mitochondrial-Endoplasmic
	Reticulum Extracts from ALS Patients Shows Alterations in
	Purine, Pyrimidine, Energetic, and Phospholipid Metabolisms
	Virus-mediated delivery of antibody targeting TAR DNA-binding protein-43
	mitigates associated neuropathology
	Key role of UBQLN2 in pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis
	and frontotemporal dementia
	Neuronal Intermediate Filaments in Amyotrophic Lateral Sclerosis
	Augmentation de la production de collagène dans les fibroblastes en culture
	issus de patients atteints de Sclérose Latérale Amyotrophique sporadique

