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Neurone Moteur Cortical

Non transgénique
Pyruvate Déshydrogénase

Pyruvate Déshydrogénase Kinase
4
Phosphofructokinase 1

"Peroxisome proliferator-
activated receptors"

Quotient Respiratoire
Ranolazine

Réticulum Endoplasmique
"Reactive oxygen species"

SLA sporadique

Succinate déshydrogénase
“Sarco/endoplasmic reticulum
Ca2+-ATPase”

Sclérose Latérale Amyotrophique
Superoxyde dismutase 1

"TAR DNA binding protein"
Tomographie par émission de
positons

Transgénique

Triglycérides

Trimétazidine

"UnCoupling Protein"

Unité Motrice

"Voltage-dependent anion
channel"
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AVANT-PROPOS

Au cours de I'été 2014, I'américain Pete Frates lance sur les réseaux sociaux un défi totalement glacé,
le «lIce Bucket Challenge » qui a pour but de médiatiser la lutte contre la Sclérose Latérale
Amyotrophique (SLA), plus connue sous le nom de « maladie de Charcot ». Vite devenu viral a travers
le monde, notamment dans notre laboratoire, ce défi a permis de lever des fonds considérables pour
combattre cette maladie. 3°™ maladie neurodégénérative aprés la maladie d’Alzheimer et celle de
Parkinson, fatale et incurable, la SLA est caractérisée par la mort sélective et progressive des neurones
corticaux et des motoneurones contrélant les muscles impliqués dans la motricité volontaire. Cette
dégénérescence provoque l'atrophie des muscles striés squelettiques, une paralysie graduée
aboutissant inévitablement au décés du patient généralement 3 a 5 ans aprés le diagnostic établit.

L’origine ainsi que les mécanismes physiopathologiques associés sont toujours incompris.

Trés longtemps considérée comme une maladie intrinséque au motoneurone, les données de la
littérature dont les ndtres permettent d’affirmer qu’une protection du motoneurone n’est pas
suffisante pour contrer la SLA. L'autre caractéristique majeure de la SLA est le démantelement de la
jonction neuromusculaire qui est intimement lié au déficit énergétique chronique retrouvé dans
I’ensemble de I'organisme. En effet, depuis le début du 21%™ siécle, plusieurs études recensent des
altérations métaboliques (hypermétabolisme et dyslipidémie) et mitochondriales importantes chez les
patients et les souris modéles de SLA. Ces événements sont associés a la progression de la pathologie
puisqu’ils sont détectés précocement, avant tout symptéme moteur détectable et précédant méme la
mort des motoneurones. De ce fait, ces modifications métaboliques participent incontestablement au
développement de la SLA et imposent une nouvelle définition de la SLA qui n’est plus considérée
comme une maladie stricte du motoneurone. Par ailleurs, I’hypermétabolisme et la dyslipidémie sont

des facteurs négativement corrélés au pronostic vital des patients atteints de SLA.

Les travaux de notre laboratoire ont permis de montrer avant méme I'apparition des symptomes
moteurs, une perte de la flexibilité métabolique se traduisant par I'incapacité d’utiliser le glucose
(glycolyse) comme source d’énergie au détriment d’une augmentation concomitante des acide gras
(B-oxydation) dans le modéle murin Sod1%8R. Par ailleurs, il a également été identifié un acteur
moléculaire important, la pyruvate déshydrogénase kinase 4 (PDK4), qui semble étre a I'origine de ce
déséquilibre énergétique. Ainsi, ce déséquilibre énergétique contribuerait activement au

développement de la maladie.
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Au cours de ma thése, je me suis doncintéressé a deux pans de la SLA : le métabolisme bioénergétique
principalement qui fait I'objet de ce manuscrit et le métabolisme des sphingolipides secondairement

dont ma contribution sera uniquement présentée en annexe.

Durant ces 3 années, je me suis focalisé sur cette perte de flexibilité métabolique dans le
développement de la SLA, dont I'objectif de mon travail était d’évaluer I'impact d’une correction de ce
déséquilibre a I'aide d’agents pharmacologiques. Tout d’abord, jintroduirai ce manuscrit par une
présentation de la SLA suivie de la contribution du métabolisme énergétique dans le muscle strié
squelettique dans le développement de la maladie. Puis, je présenterai la partie résultats sous la forme
d’un article scientifique en cours de préparation qui expose les effets bénéfiques de la trimétazidine
(Vastarel®) sur le métabolisme énergétique et le développement de la SLA dans le modéle murin

Sod1%8eR,

L'ensemble de mes travaux de thése démontre le rdéle crucial du métabolisme énergétique dans le
développement de la SLA ainsi que l'intérét de la trimétazidine dans cette pathologie. Mes travaux
permettent d’envisager un repositionnement médicamenteux de la trimétazidine comme potentiel

traitement de la SLA.

En annexe de ce manuscrit, sont présentées deux publications auxquelles j’ai pu contribuer : une étude
récemment soumise qui présente les effets bénéfiques de la trimétazidine sur le métabolisme
énergétique et le développement de la SLA dans un autre modéle de SLA, le modéle murin SOD1%%%* et
une autre étude publiée en 2020 qui décrit les effets d’'une reprogrammation métabolique musculaire

dans le modéle murin SOD1%%4 3 I'aide d’un autre agent pharmacologique, la ranolazine (Ranexa®).
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INTRODUCTION

PARTIE 1 : La Sclérose Latérale Amyotrophique

A. Présentation des aspects cliniques

1. Historique et définitions
En 1869, le médecin neurologue francais Jean-Martin Charcot établit pour la premiere fois une
description compléte de la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA). Cette maladie neurodégénérative
est caractérisée par la perte sélective et progressive des neurones moteurs corticaux (situés dans le
cortex moteur) et des motoneurones (MN) bulbaires et spinaux (respectivement localisés dans le bulbe
rachidien et dans la moelle épiniére) (Brooks and Fischbeck, 1995; Bruijn et al., 2004; Cleveland and
Rothstein, 2001). Classée parmi les maladies rares, elle reste la maladie du MN la plus fréquente chez
I’adulte (Worms, 2001). Une perte de poids, une atrophie musculaire et une paralysie progressive
généralisée s’installent chez les patients provoquant une mort par insuffisance respiratoire
généralement 3 a5 ans apres I'établissement de leur diagnostic. Cette maladie qui a une évolution trés
rapide, affecte en moyenne des individus agés de 55 ans (van Es et al., 2017). Aujourd’hui, aucun
traitement curatif n’est disponible pour la SLA. Depuis 1995, seul le riluzole (Rilutek®) est autorisé en
Europe pour le traitement de la SLA permettant d’augmenter de quelques mois I'espérance de vie de
certains patients atteints de SLA (Bensimon et al., 2002; van Es et al., 2017; Miller et al., 1996, 2012;
Turner et al., 2001; Zoccolella et al., 2007). Récemment, la Food and Drug Administration (FDA) a
autorisé aux USA et au Japon, 'Edaravone comme autre molécule pour le traitement de la SLA.
Cependant, son efficacité est remise en cause (Abe et al., 2017; Al-Chalabi et al., 2016; Dorst et al.,

2018).

2. Données épidémiologiques
En Europe, la SLA a une incidence de 1,75 a 3 pour 100 000 habitants par an et touche 60 000
personnes chaque année (Chio et al., 2013; van Es et al., 2017; Logroscino et al., 2010; Masrori and
Van Damme, 2020; Petrov et al.,, 2017). En France, les études dénombrent 6000 personnes
diagnostiquées comme ayant une SLA et 3 a 4 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants (Couratier
et al., 2016; Marin et al., 2014). Cependant, la répartition géographique mondiale de la SLA est encore
mal établie en raison du nombre insuffisant de données récoltées (Al-Chalabi and Hardiman, 2013;
Couratier et al., 2016). Toutefois, des études tendent a montrer qu’il existerait des différences
significatives d’incidence et de prévalence a travers le monde (Chio et al., 2013; Logroscino et al., 2018;
Marin et al., 2016; Masrori and Van Damme, 2020). Par ailleurs, la SLA est considérée comme une

maladie orpheline. Cela provient de la faible espérance de vie des patients atteints de SLA. Enfin, les
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hommes auraient plus de risques de développer la SLA que les femmes avec un ratio global d’incidence
de 1,2-1,5/1 (Johnston et al., 2006; Manjaly et al., 2010; Masrori and Van Damme, 2020; Ryan et al.,
2019). Comme la plupart des maladies neurodégénératives, la SLA peut étre d’origine sporadique (90%
des cas) ou familiale (10% des cas) (Renton et al., 2014; Chia et al., 2018). Dans le cas des SLA
sporadiques (sALS), les patients ne présentent aucun antécédent familial connu et l'origine du
déclenchement de la pathologie est souvent indéterminée malgré divers facteurs de risques qui
peuvent étre liés (Dupuis et al., 2011). A l'inverse, dans le cas des SLA familiales (fALS), I'origine
génétique est connue avec une mutation généralement transmise de maniére autosomique
dominante. En revanche, il n’est pas possible de distinguer cliniquement les sALS des fALS (Couratier
et al., 2016; Turner et al., 2017). Ainsi, les données actuelles ne peuvent pas nous renseigner sur une
étiologie stricte de la SLA malgré les connaissances établies sur les facteurs génétiques et

environnementaux (Al-Chalabi et al., 2016).

2.1 Susceptibilité génétique de la SLA

Aujourd’hui, plus d’une vingtaine de génes ont été identifiés comme étant associés a la SLA, tant dans
les formes familiales (10%) que dans les formes sporadiques (90%) (Renton et al., 2014; Chia et al.,
2018). La découverte de ces génes de susceptibilité a permis de mettre en évidence des mutations
génétiques qui provoquent ou prédisposent au développement de la SLA (Andersen and Al-Chalabi,
2011; Millecamps et al., 2012; Nguyen et al., 2018). De maniére générale, le modele de transmission
de mutation se fait de fagon autosomique dominante avec une pénétrance élevée dans les fALS. Dans
de rares cas, la transmission génétique se fait de maniére autosomique récessive (Couratier et al.,
2016; Millecamps et al., 2010). Dans la fALS, parmi les principaux génes associés a la SLA, les mutations
dans le géne C90RF72 (chromosome 9 open reading frame 72) sont majoritaires a 46% dans les fALS
et sont impliquées dans 8% des sALS oU des expansions hexanucléotidiques sont retrouvées dans une
région non codante du géne. Puis, les mutations dans les génes SOD1 (codant la superoxyde dismutase
1), FUS (codant la protéine nucléaire « fused in sarcoma ») et TARDBP (codant la « Transcriptase
Response DNA Binding Protein TDP-43) représentent respectivement 12% des fALS et 3% des SALS ;
5% des fALS et 1% des sALS ; et 5% des fALS et 1% des sALS (Couratier et al., 2016; Millecamps et al.,
2010; Renton et al., 2014) (figure 1). En association avec ces découvertes, les études révelent que ces
mutations ont pour conséquence des agrégats protéiques dans les tissus de patients atteints de SLA.
Par exemple, il a été montré que la protéine TDP43 est le constituant majeur des agrégats protéiques
retrouvé dans les MN des patients SLA (Neumann et al., 2006; Renton et al., 2014). Du fait de la
complexité a établir une causalité stricte a la SLA, ces données ont permis la création de modéles

animaux transgéniques dans le seul et unique but de mieux comprendre I'impact de ces mutations et
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les mécanismes physiopathologiques associés. La modélisation animale de la SLA sera présentée dans

la partie 1-B.

90 % de formes sporadiques 10 % de formes familiales

1%
. 3% 1% 12%
5%

5%

32%

o o

Causes inconnues C90RF72 |

Figure 1 : Répartition génétique dans la SLA.

Plus d’une vingtaine de genes de susceptibilité ont été identifiés dans les formes sporadiques et familiales de la
SLA. Sur ce graphique, I'implication des 4 génes majeurs est représentée. (Figure adaptée de (Couratier et al.,
2016; Millecamps et al., 2010; Renton et al., 2014).

2.2 Influence potentielle de I’environnement et des facteurs de risques associés

Bien que des dizaines de mutations aient été mises en cause dans le déclenchement de la SLA, 87%
des causes sont encore inconnues dans les formes sporadiques. Ainsi, de hombreuses hypotheses
émergent et tendent a expliquer ce pourcentage important (Fang et al., 2015). Les études s’adonnent
a catégoriser ces inconnus en facteurs de risques endogenes et exogenes. Hormis, les mutations
génétiques présentées ci-dessus, les facteurs endogénes impliqueraient le sexe et les antécédents
médicaux qui sont a prendre en considération. En effet, le rapport des sexes de la SLA en défaveur des
hommes (1,5/1) souléve une question non négligeable d’un potentiel facteur endogéne en relation
avec le sexe masculin (Couratier et al., 2016; Johnston et al., 2006; Manjaly et al., 2010; Masrori and
Van Damme, 2020; Ryan et al., 2019). Par ailleurs, certaines affections comme des maladies auto-
immunes (ex: diabéte de type 1) (Mariosa et al., 2015; Turner et al., 2003) ou des maladies
inflammatoires (ex : sclérose en plaques) (Ismail et al., 2013) pourraient prédisposer tout individu a
développer une SLA. En plus de ces facteurs endogénes, I'impact des facteurs exogenes liés a
I’environnement direct ou indirect a un individu semblerait également non négligeable dans la SLA.
Une des plus vielles hypothéses est celle mettant en cause la toxine L-b-Methylaminoalanine présente
dans les sols, I'eau et I'alimentation des habitants des fles du Pacifique notamment celle de Guam (Cox

and Sacks, 2002; Cox et al., 2005; Kurland, 1988; Murch et al., 2004; Spencer et al., 1987). En effet, un
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certain nombre des personnes issues de la population Chamorro a présenté une forme de SLA atypique
couplée a un syndrome parkinsonien et une démence (Arnold, 1953; Figlewicz et al., 1994; Garruto et
al., 1981; Koerner, 1952; Kurland, 1988). Toutefois, aucune étude a ce jour ne peut établir
concrétement un lien de cause a effet (Bradley and Mash, 2009). Depuis, d’autres hypotheses
émergent et dénoncent certains facteurs exogénes comme les métaux lourds, les pesticides (Al-
Chalabi and Hardiman, 2013; Gresham et al., 1986; Malek et al., 2012; Vinceti et al., 2010) ou encore
le mode de vie. Sans compter les comportements inhérents a 'THomme tels que le type de nutrition, le
tabagisme ou encore l'activité physique qui seraient considérés comme des facteurs de risques
(Armon, 2009; Chio, 2005; Fang et al., 2015; Huisman et al., 2013; Longstreth et al., 1998; Nelson et
al., 2000; Pupillo et al., 2014a; Scarmeas et al., 2002; Turner et al.,, 2013; Valenti et al., 2005).
Néanmoins, ces facteurs de risques restent trés controversés et ne constituent aucunement un lien de

causalité.

3. Letableau clinique

3.1 Déclaration et progression de la SLA

En moyenne, la SLA survient chez des personnes agées de 55 ans et conduit a leur mort 3 a 5 ans apres
|"apparition des premiers symptémes moteurs, généralement par insuffisance respiratoire. Malgré son
issue fatale, il est répertorié des SLA de types juvéniles et de type tardifs qui se différencieront par les
mutations de genes retrouvées, |'évolution et la sévérité de la maladie (Pupillo et al., 2014a; Wolf et
al., 2014). Hormis les mutations dans le gene FUS, qui peuvent étre liées a des SLA juvéniles souvent
agressives et rapides (Ravits et al., 2013), les mutations dans certains génes comme ALS2, SETX sont
associées a des SLA juvéniles a progression lente dont les symptomes apparaissent avant 25 ans (Cai,
2005; Chance et al., 1998; Chen et al., 2004; Gros-Louis et al., 2008; Orban et al., 2007; Pupillo et al.,
2014b; Sabatelli et al., 2008). Quant aux formes tardives qui se déclarent apreés 75 ans, I'évolution de
la maladie est tres rapide (Chio et al., 2009; Eisen et al., 1993; Pupillo et al., 2014b) et le type de
mutations va déterminer la durée de la phase symptomatique (Millecamps et al., 2010). En effet, des
patients porteurs de mutations FUS développeront la SLA aux alentours de 43 ans en moyenne contre
51, 52 et 58 ans pour des individus porteurs de mutations SOD1, TARDBP ou encore C9ORF72
(Millecamps et al., 2012). De maniére exceptionnelle, la SLA peut présenter une évolution tres lente.
Stephen Hawking en est I'exception puisqu’il a vécu avec une forme « atypique » de SLA pendant plus
de 50 ans (Dobson, 2002; Westeneng et al., 2018). Ainsi, il est clair qu’une corrélation existe entre
I’age, le site d’apparition de la maladie, la sévérité ainsi que la durée de la maladie des patients (Eisen

et al., 1993; Pupillo et al., 2014b; Swinnen and Robberecht, 2014).
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3.2 Différents sites d’initiation de la SLA

Dans la caractérisation de la SLA, trois sites d’initiation ont été classifiés : spinal, bulbaire et respiratoire
(figure 2). La description de ces trois formes repose sur I'identification des symptémes moteurs. La
forme spinale (75% des cas) est caractérisée par une atteinte asymétrique des membres supérieurs ou
inférieurs, s’effectuant majoritairement du c6té distal (Chio et al., 2011; Rowland and Shneider, 2001;
Wijesekera and Leigh, 2009). Elle se traduit par une faiblesse et une atrophie musculaire, des
fasciculations (contractions fibrillaires) qui peuvent étre accompagnées de crampes, une hyporéflexie
ainsi qu’une spasticité notifiée par une absence du signe de Babinski (Rowland and Shneider, 2001;
Swinnen and Robberecht, 2014). Sous cette forme, la progression est tout de méme moins sévere que
les autres. Avec un pronostic vital plus délétere, la forme bulbaire (20% des cas) est quant a elle
caractérisée par des signes de faiblesse musculaire de la zone oro-pharyngée (figure 2). En clair, une
faiblesse musculaire et une atrophie progressive des muscles faciaux, du pharynx et du larynx qui
provoguent une dysphagie (troubles de déglutition), une dysarthrie (troubles de I'élocution) ainsi que
des fasciculations de la langue (Turner 2010b). Enfin, la forme respiratoire est présente dans 5% des
cas et connue pour étre la plus sévere (figure 2). Apres le diagnostic clinique, les muscles respiratoires
(thoraciques, intercostaux et le diaphragme) sont affectés ce qui entrainent le décés du patient a la
suite de troubles respiratoires graves (dyspnée, orthopnée) (Chio et al., 2011). Par ailleurs, le type de
mutation peut influencer le site d’apparition de la pathologie. Chez des patients fALS avec des
mutations dans les genes SOD1 ou TARDBP, le site d’apparition est majoritairement spinal au contraire
des formes bulbaires qui sont retrouvées associées aux mutations dans le gene C90RF72 (Millecamps
et al., 2012). Malgré ces différences, ces trois formes de SLA convergent toutes vers une paralysie

progressive et généralisée des muscles volontaires conduisant inévitablement a la mort du patient.
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Forme spinale Forme bulbaire Forme respiratoire
(75%) {20%) {5%)

Faiblesses musculaires Fasciculationsde la langue Troubles respiratoires:
des membres supérieurs Dysphasie Dyspnée
et inférieurs Dysarthrie Orthopnée

Paralysie généralisée

Déces du patient

Figure 2: Sites d’initiation de la SLA et symptOomes associés.

La forme spinale est retrouvée dans 75% des cas de SLA et entraine des troubles moteurs dans les muscles
squelettiques supérieurs et inférieurs. Moins fréquente, la forme bulbaire (20% des cas) se caractérise par une
atteinte des muscles de la zone oro-pharyngée. Dans 5% des cas, la forme respiratoire cause des difficultés
respiratoires (dyspnée et orthopnée) et présente le pronostic vital le plus sévere. Quel que soit la forme, une
paralysie généralisée s’installe et provoque inévitablement le déces du patient.

3.3. Les signes cliniques

Les symptomes moteurs de la SLA font suite a la dégénérescence des neurones moteurs corticaux
(NMC) et des MN bulbaires et spinaux qui définiront le site d’initiation de la SLA (figure 3). Les NMC
prennent leur origine dans la couche V du cortex moteur et projettent sur les MN bulbaires et spinaux
situés dans le bulbe rachidien et la corne ventrale de la moelle épiniere respectivement pour former
le faisceau pyramidal (Taylor et al., 2016). Ce faisceau assure l'innervation des muscles striés
squelettiques a contraction volontaire. Cliniquement, I'hyperréflexie, I'hypotonie et la spasticité
retrouvées chez le patient SLA sont associées a la perte des NMC et a celle des neurones
sérotoninergiques (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017). En outre, la dégénérescence des MN
bulbaires et spinaux entraine une dysphagie, une dysarthrie, une faiblesse musculaire, une atrophie
musculaire ainsi que des fasciculations et des crampes des muscles atteints (Rowland and Shneider,
2001; Swinnen and Robberecht, 2014; Wijesekera and Leigh, 2009). Toutefois, I'hétérogénéité et la

diversité des symptomes moteurs qui peuvent étre identifiées dans d’autres pathologies du

motoneurone (MND : « Motor Neuron Disease ») compliquent le diagnostic clinique de la SLA.
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Signes d’atteintes des NMC :
Cerveau

Hyperreflexie Bulbe rachidien

Hypertonie Muscles faciaux (ex : langue)

Muscles respiratoires

Fasciculations . .
(intercostaux et diaphragme)

Spasticité

Signe de Babinski

Signes d’atteintes des MINB et MINS :
Paralysie progressive

Faiblesse musculaire

Amyotrophie

Fasciculations

Crampes

Amyotrophie Muscles squelettiques inférieurs
Dyspnée
Dysarthrie
Orthopnée

Dysphagie

————— Neurones moteurs corticaux

S = Motoneurones bulbaires et spinaux

Figure 3 : Dégénérescence des populations neuronales associée aux signes cliniques de la SLA.

Le contrdle des muscles a contraction volontaire met en jeu trois populations neuronales : les neurones moteurs
corticaux (NMC) et les motoneurones bulbaires (MNB) et spinaux (MNS). Les NMC projettent sur les MNs qui
vont a leur tour innerver les muscles squelettiques. Dans la SLA, I'atteinte de ces deux populations neuronales
distinctes provoque divers symptdmes caractéristiques.

4. Etablissement d’un diagnostic différentiel de la SLA

L'importante diversité des symptomes moteurs peut reflétée tous types de maladies du motoneurone,
dont la SLA, et ainsi constituer un probléme majeur dans le diagnostic clinique (Traynor et al., 2000).
Celui-ci est réalisé sur la base de I’évaluation des criteres selon I’ « El Escorial World Federation of

Neurology » et prend généralement plus d’'un an a étre établit grace aux différentes méthodes

d’évaluation actuellement disponibles (van Es et al., 2017; Paganoni et al., 2014).

4.1 les critéres de diagnostic d’ « El Escorial »

En clinique, une SLA est caractérisée lorsqu’une dégénérescence simultanée des NMC et des MN est
constatée et que toutes autres MND soient écartées (van Es et al., 2017). En revanche, le degré de
sévérité de I'atteinte varie d’un patient a 'autre et nécessite ainsi une classification claire. C’'est le réle
des critéres de diagnostic d’ « El Escorial » définis en 1994 par Brooks et ses collaborateurs (Brooks,
1994; Brooks et al., 2000) et révisés récemment (Carvalho and Swash, 2009; de Carvalho et al., 2008;

Geevasinga et al., 2016; Ludolph et al.,, 2015). Ces critéres sont organisés en 4 catégories ou le
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diagnostic de SLA de chaque patient peut étre: « possible » , « probable avec confirmation en
laboratoire », « probable » et « définie » (Costa et al., 2012; van Es et al., 2017). La SLA est dite
« possible » lorsque des signes de I'atteinte des NMC et des MN dans une méme région ou lorsque
|"atteinte concerne soit les NMC soit les MN dans une seule région. Des signes d’atteinte des NMC dans
au moins une région avec preuves électromyographiques de |'atteinte des MN dans deux régions
différentes caractérisent une SLA « probable avec confirmation en laboratoire » ou des signes
d’atteinte des NMC et MN dans deux régions différentes signifient une SLA « probable ». Enfin, une
SLA est « établie » lorsque des atteintes des NMC et MN sont constatées dans au moins trois régions
(van Es et al., 2017). De plus, I"évaluation clinique se base également sur les critéres d’Awaji qui
supplémentent les critéeres d’El Escorial en apportant une composante neurophysiologique au
diagnostic (Carvalho and Swash et al.,, 2009 ; de Carvalho et al., 2008 ; Geevasinga et al., 2016).
Cependant, 'utilisation de ces critéres est limitante du fait de leur complexité pouvant conduire a des
erreurs de diagnostic avec d’autres pathologies comme la sclérose latérale primitive. C'est pourquoi,
les critéres de diagnostic de Gold Coast sont actuellement utilisés puisqu’ils considérent la SLA comme
un trouble progressif du systéme moteur avec des anomalies cognitives, comportementales et/ou
psychiatriques. Ces critéres plus récents prennent en compte la déficience motrice progressive
documentée par des antécédents ou évaluation clinique répétée, présence d’'un dysfonctionnement
des NMC et des MN dans au moins une région du corps ou un dysfonctionnement des MN dans au
moins deux régions du corps. lls permettent également d’exclure les maladies mimant les
caractéristiques de la SLA par des approches appropriées (Hannaford et al., 2021). A I'appui de ces
criteres, différentes examens cliniques permettent d’étudier la neurodégénérescence des NMC et des

MN et I'atteinte musculaire retrouvées dans la SLA.

4.2 Les méthodes d’évaluation

L'absence de biomarqueurs spécifiques de la SLA ne permet pas encore de délaisser les méthodes
d’évaluation comme [|’électrophysiologie et les biopsies musculaires qui sont invasives ou encore
I'intervention de I'imagerie par résonnance magnétique (Dorst et al., 2018; van Es et al., 2017; Mitchell
and Borasio, 2007). De plus, la pénétrance étant parfois incompléete rend difficile 'analyse du génome

dans le cas des patients atteints de fALS (van Es et al., 2017).

4.2.1 Analyse du tissu musculaire par mesures électrophysiologiques et biopsies musculaires

L'enregistrement électromyographique est l'une des principales méthodes renseignant sur
I'innervation correcte d’'un muscle et indique un dysfonctionnement potentiel d’innervation MN-
muscle. L’électromyographie (EMG) est une méthode invasive classique, qui met en évidence des
activités électriques spontanées traduisant des dénervations musculaires observées dans la SLA (Joyce

and Carter, 2013; Julien, 2001; Sorenson, 2012). Chez un patient SLA, les résultats d’'EMG révelent des
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fibrillations (contractions spontanées et anarchiques des fibres musculaires), des fasciculations
(contractions bréves et incontrolées) faisant suite a une dénervation musculaire et donc d’'une
dégénérescence des MN (Joyce and Carter, 2013; Krarup, 2011; Vucic and Rutkove, 2018). A I'aide de
ce test, il est également possible de mesurer d’autres paramétres comme le nombre d’unités motrices
sollicitées a la suite d’une stimulation nerveuse, c’est-a-dire le nombre d’axones qui innerve un muscle
(McComas et al., 1971). Cette technique permet de suivre l'innervation musculaire durant la
progression de la maladie (Bromberg and Brownell, 2008; van Es et al., 2017; Wang et al., 2004).
L'intérét de ces études est d’éliminer un maximum les autres pathologies motrices ou neuropathiques
qgui masqueraient le diagnostic d’'une SLA (de Carvalho and Swash, 2000; de Carvalho et al., 2008; Mills
and Nithi, 1998; Pugdahl et al., 2008). Malgré la contribution majeure de ces méthodes dans
I’établissement du diagnostic de la SLA, des approches alternatives sont nécessaires pour le compléter.
C’est notamment le cas des biopsies du muscle deltoide de patients SLA. Par cette stratégie, il est
possible de révéler les signes d’'une dénervation, d’'une atrophie musculaire ou encore d’une nécrose
de fibres musculaires (Jokela et al., 2016). Néanmoins, I'utilisation de cet outil n’est pas systématique

en raison de son caractere invasif et douloureux.

4.2.2 La neuroimagerie

Pour aider au diagnostic différentiel d’une SLA, les médecins ont également recours a des techniques
non invasives comme la neuroimagerie. L'imagerie par résonnance magnétique (IRM) permet
d’étudier 'intégralité des structures du systéme nerveux central (SNC). Des études ont montré une
réduction du volume de certaines zones du SNC comme le cortex moteur chez les patients SLA (Senda
et al., 2011). De nombreuses études ont aussi révélé des altérations de I’activité cérébrale chez les
patients SLA par l'intermédiaire d’imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle (IRMf) qui
repose sur la variation de flux sanguin (Agosta et al., 2010; Konrad et al., 2006; Schoenfeld et al., 2005;
Stanton et al., 2007). De plus, a I'aide d’une autre technique d’'imagerie comme la Tomographie par
Emission de Positons (TEP), des atteintes métaboliques ont pu étre détectées dans diverses régions du
SNC (Kassubek and Pagani, 2019). Méme si Iutilisation de ces techniques d’'IRM et de TEP est onéreuse,
ils demeurent importants tant dans le diagnostic différentiel que dans I’évaluation de la progression

de la SLA.

4.2.3 Les biomarqueurs

Un des enjeux majeurs dans le diagnostic de la SLA est I'identification de signatures moléculaires
spécifiques. En effet, la communauté scientifique tente d’identifier des biomarqueurs de la SLA a la
fois dans le sang et dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) afin d’établir le meilleur diagnostic, de suivre
I’évolution de la pathologie mais également d’évaluer les effets de traitements. Dans le sérum de

patients SLA, des marqueurs inflammatoires tels que les immunoglobulines de type G (IgG), le TGFB,
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le facteur de nécrose tumorale a (TNFa), les chimiokines (MCP1), des marqueurs associés au stress
oxydant ou encore au dysfonctionnement métabolique (Blasco et al., 2017; Houi et al., 2002; Hwang
et al., 2013; llzecka and Stelmasiak, 2003; Kirk et al., 2019; Robelin and Gonzalez De Aguilar, 2014;
Simpson et al., 2004). Concernant le LCR des patients SLA, le neurofilament (protéine structurale du
neurone) est le biomarqueur le plus étudié dans la SLA puisqu’il est libéré en grande quantité dans ce
compartiment a la suite d’une lésion neuronale. Il constitue un outil essentiel puisqu’il est associé
directement a la progression de la pathologie (van Es et al., 2017; Gille et al., 2019; Tortelli et al., 2012;
Xu et al., 2016). Dernierement, une méta-analyse a révélé que la quantité d’une dizaine de protéines
était particulierement modifiée dans le LCR de patients atteints de SLA (Barschke et al., 2017). Enfin,
des niveaux élevés du facteur glial GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor) (Grundstrom et al.,
2000) ou encore de certains métabolites sont retrouvés augmentés dans le LCR des patients SLA
(Blasco et al., 2013, 2017; Kirk et al., 2019; Spreux-Varoquaux et al., 2002). Par ailleurs, diverses
analyses sur les biopsies musculaires de patients SLA ont révélé une augmentation anormale de Nogo-
A (neurite out growth inhibitor) et semble corréler avec la sévérité de la pathologie (Dupuis et al., 2002;
Pradat et al., 2007, 2012). Toutefois, Nogo-A n’est pas retrouvé augmenté dans le sérum des patients
SLA (Harel et al., 2009). Malheureusement, ces études ne permettent pas d’identifier un biomarqueur
spécifique de la SLA et présentent des limites notables. D’une part, plusieurs de ces biomarqueurs sont
mesurés dans d’autres maladies neurodégénératives, c’est le cas du neurofilament et de MCP1
(Fenoglio et al., 2004; Mattsson et al., 2016) et d’autre part, certains biomarqueurs ne sont dérégulés
gu’au stade symptomatique de la maladie empéchant ainsi une prise en charge précoce. Cependant,
les connaissances actuelles et celles a venir sont fondamentales puisqu’elles contribuent activement

au diagnostic de la SLA.

4.3 Evaluation et progression des symptémes de la SLA

L’évaluation des symptdmes et la progression de la SLA est possible a I'aide d’une échelle scorée
permettant I'évaluation fonctionnelle de la SLA (ALSFRS pour « Amyotrophic Lateral Sclerosis
Functionnal Rating Scale ») créée en 1997 par Cedarbaum et ses collaborateurs (Cedarbaum and
Stambler, 1997). Cet outil peu cher et réalisé sous forme de questionnaire par le patient permet
d’anticiper et d’adapter leur prise en charge médicamenteuse, de fournir une assistance respiratoire,
une aide socio-médicale (Johnston et al.,, 1999) voire une inclusion potentielle dans des essais
cliniques. Cette échelle évalue les capacités motrices générales du patient regroupant : la motricité
fine, la motricité générale et les atteintes bulbaires (parole, déglutition et salivation). Un score de 0 a
4 est attribué a chaque critére en fonction de I'incapacité a réaliser une tache de la vie quotidienne
(figure 4). Deux ans plus tard, I’échelle ALSFRS est révisée incluant les atteintes respiratoires du patient

(Cedarbaum et al., 1999). Ainsi, la somme des points obtenue a ce questionnaire permet de surveiller
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la progression de la pathologie et constitue un indicateur pronostic fiable puisqu’il a été montré
comme étant significativement corrélé a la qualité de vie du patient (Elamin et al., 2015; Gordon et al.,
2004; Kaufmann et al., 2005; Kimura et al., 2006; Labra et al., 2016). Par conséquent, ce score ALSFRS
représente une aide indispensable pour le patient ainsi que pour I'équipe médicale permettant

d’assurer une prise en charge maximale.

Bulbaire

Motricité fine

Motricité générale

Respiration

Parole

4. Normale

3. Perturbations
détectables

2. Intelligible avec
répétition

1. Utilise
occasionnellement une
communication non
verbale

0. perte de la parole

Salivation

4. Normale

3. Hypersialorrhée discréte
avec bavage nocturne

2. Hypersialorrhée
modérée mais permanente
1. Hypersialorrhée génante
0. bavage continu
nécessitant un mouchoir

Déglutition

4. Normale

3. Quelques fausses routes
2. Consistance des aliments
modifiée

1. Suppléments
alimentaires

0. Alimentation parentérale
exclusive

Ecriture

4. Normale

3. Lente et imprécise mais
compréhensible

2. Tous les mots sont
incompréhensibles

1. Préhension possible du
stylo mais n’écrit pas

0. Incapacité pour tenir le
stylo

Hygiene

4. Normale

3. Autonome mais
efficacité diminuée

2. Assistance occasionnelle
1. Assistance d’une tierce
personne requise

0. assistance permanente
totale

Préparation des aliments

Mobilisation au lit
4, Normale

3. Autonome mais lenteur et

maladresse

2. Ajuste les draps avec
difficulté

1. Peut bouger mais pas se
retourner dans le lit

0. Dépendant

Marche

4. Normale

3. Difficultés de
déambulation

2. Marche avec assistance
1. Mouvements sans
déambulation

0. Aucun mouvement des
jambes

Montée d’escaliers

4. Normale

3. Autonome mais lente et
maladroite

2. Aide occasionnelle pour
couper les aliments

1. Aliments préparés mais
mange seule

0. Doit étre nourri

4. Normale

3. Lente

2. Fatigue

1. Aide nécessaire
0. Impossible

Dyspnée

4. Absente

3. A la marche

2. Dans au moins une
situation : repas, toilette,
habillage

1. Au repos, difficultés
respiratoires en position
assise ou allongée

0. difficulté importante,
ventilation assistée
envisagée

Orthopnée
4. Absente

3. Quelques difficultés
pour dormir la nuit en
raison d’un souffle court,
2 oreillers max

2. Besoin de plus de 2
oreillers pour dormir

1. Ne peut dormir qu’assis
0. Ne peut pas dormir

Insuffisance respiratoire
4. Absente

3. Utilisation
intermittente d’'une
assistance ventilatoire

2. Utilisation continue
d’une ventilation non
invasive la nuit

1. Utilisation continue
d’une ventilation non
invasive jour et nuit

0. Ventilation mécanique
invasive par intubation ou
trachéotomie

Figure 4 : Critéres d’évaluation de la progression de la SLA selon I'échelle ALSFRS-R.

L’'incapacité motrice et la progression de la maladie sont régulierement évaluées chez le patient SLA grace au
score ALSFRS-R. La somme de ce score est inversement proportionnelle a la sévérité de leur inaptitude a réaliser
les taches de la vie quotidienne. Les criteres sont notés de 0 a 4. 4 refléte I'aptitude totale pour une tache et 0
indique une incapacité totale. (Tableau adapté de (Cedarbaum et al., 1999).
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5. Du traitement symptomatique au traitement curatif ?
La sévérité, la progression rapide, I'hétérogénéité des mécanismes physiopathologiques ainsi que
|’étiologie encore méconnue de la SLA font qu’a ce jour, aucun traitement curatif n’est disponible.
Toutefois, la recherche constante d’un diagnostic toujours plus complet et plus précoce permet
d’améliorer au mieux les conditions de vie des patients notamment avec l'intervention d’équipes

médicales pluridisciplinaires mais également avec des traitements symptomatiques.

5.1 Les traitements symptomatiques non médicamenteux

5.1.1 Prise en charge médicale

Au cours de sa vie, le patient SLA est soutenu par une équipe médicale pluridisciplinaire qui
I’accompagne psychologiquement et I'aide a améliorer ses conditions de vie (Dorst et al., 2018) (figure
5). Premiérement, l'intervention de psychothérapeutes est indispensable pour le patient qui doit faire
face a cette maladie. Ensuite, la physiothérapie permet quant a elle de préserver, renforcer et
maintenir au maximum les capacités motrices des patients. Elle participera également a la gestion des
crampes musculaires, de la raideur musculaire, limiter les douleurs et assurer une mobilisation
musculaire suffisante pour contrer I'atrophie musculaire associée a I'inactivité physique (Chio, 2006;

Dorst et al., 2018; Paganoni et al., 2015).

5.1.2 Exercice physique

Pour prévenir de la perte des fonctions motrices, il est recommandé aux patients une activité physique
modérée autant que possible. Toutefois, la nature et I'intensité de I’exercice physique peuvent s’avérer
plus ou moins néfastes pour le patient. Bien que le lien entre le sport de haut niveau et la SLA soit
controversé, un exercice modéré permettrait d’améliorer le score ALSFRS-R des patients SLA (Dal Bello-
Haas and Florence, 2013). De plus, il a été montré que la survie et les fonctions motrices sont
augmentées dans le modéle murin SOD1%%4 soumis a un exercice modéré en comparaison a des souris
SOD1%%34 sédentaires (Carreras et al., 2010; Kirkinezos et al., 2003; Mahoney et al., 2004). En effet, un
exercice modéré comme la natation ralentit I'apparition des symptomes moteurs, préserve l'intégrité
des fibres musculaires et le nombre de motoneurones, mais allonge également la survie des animaux
(Deforges et al., 2009; Desseille et al., 2017). Il convient également de noter que la natation permet de
lutter contre le stress oxydant et d’induire le métabolisme glucidique faisant défaut dans le muscle de
souris SLA (Desseille et al., 2017; Flis et al., 2019). A I'inverse, un exercice physique trop intense est
délétére pour la souris SOD1%°3A (Deforges et al., 2009) et est dommageable pour la survie des MN et
la progression de la maladie (Dorst et al., 2018; Mahoney et al., 2004). Ainsi, une mobilisation
musculaire par le physiothérapeute et/ou I'’exercice physique constitue une aide précieuse pour lutter

contre les différents symptomes de la SLA.
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Professions médico-sociales :

Aide sociale
Associations de patients
Psychologue

Professions paramédicales : Professions médicales :

Aide-soignant Neurologue
Infirmier Médecin généraliste
Psychomotricien Psychiatre
Kinésithérapeute Pneumologue
Ergothérapeute Gastroentérologue
Orthophoniste Médecin nutritionniste
Diététicien ORL

Patient SLA

Figure 5 : Accompagnement médical multidisciplinaire du patient SLA.

Plusieurs professionnels de la santé agissent de concert pour assurer une prise en charge optimale du patient
atteint de SLA. Cette prise en charge compléte permet un meilleur suivi de la pathologie, aide a I'acceptation de
la maladie et améliore au maximum les conditions de vie du patient SLA.

5.1.3 Nutrition

Bien avant le début des symptémes moteurs, un déficit métabolique est détecté et serait a I'origine de
la perte de poids des patients SLA (Mariosa et al., 2017; Peter et al., 2017). S’ajoute a cela, les difficultés
de mastication, de salivation et de déglutition que développent les patients SLA au cours de la
pathologie. Il est maintenant admis que la perte de poids est un facteur pronostic préjudiciable et est
associée a la sévérité de la SLA (Dupuis et al., 2008; Lindauer et al., 2013; Moglia et al., 2019). Plusieurs
travaux indiquent une corrélation négative entre un indice de masse corporelle (IMC) faible et la survie
du patient (Desport et al., 1999; Dupuis et al., 2008; Marin et al., 2011; O’Reilly et al., 2013; Paganoni
et al., 2011). Ainsi, un faible IMC allié a une malnutrition constitue un facteur de risque aggravant
(Dardiotis et al., 2018; Jawaid et al., 2010; O’Reilly et al., 2013; Paganoni et al., 2011). A l'inverse, les
données cliniques montrent que des rapports élevés en LDL/HDL circulants chez les patients
représentent un avantage plus élevé pour leur survie (Dorst et al., 2011; Dupuis et al., 2008). Bien que
I’obésité sévere soit également un facteur de risque (Reich-Slotky et al., 2013), un individu avec un IMC
élevé (<30) aurait moins de risque de contracter une SLA (Nakken et al., 2019; Pape and Grose, 2020).
C’est pourquoi des régimes alimentaires hypercaloriques et/ou hyperlipidiques sont envisagés pour

subvenir aux besoins nutritionnels des patients (Dorst et al., 2013; Koérner et al., 2013; Wills et al.,
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2014). Tres récemment, une étude a montré les effets bénéfiques d’un régime hypercalorique
supplémenté en graisse sur la survie d’une sous-population de patients SLA a progression rapide
(Ludolph et al., 2020). Enfin, lorsque les troubles alimentaires due a I'incapacité du patient a mastiquer
ou a déglutir (dysphagie) sont observées, le recours a une gastrostomie endoscopique percutanée
s'impose (Desport et al., 1999; Dorst et al., 2015, 2018; Greenwood, 2013; ProGas Study Group, 2015).
Ce dispositif permet une alimentation directe par voie entérale par I'intermédiaire d’une sonde et un

apport nutritionnel réadapté.

5.1.4 La ventilation assistée

Au fur et a mesure que la pathologie évolue, les insuffisances respiratoires s’installent due a la paralysie
progressive des muscles respiratoires. Par conséquent, divers dispositifs de ventilation assistée invasifs
ou non sont requis pour pallier ces difficultés respiratoires. Premiérement, la ventilation assistée non
invasive assure un role de soutien respiratoire des voies aériennes supérieures (Dorst et al., 2018). Son
principe repose sur un masque nasal ou intégral qui a montrer son efficacité sur la qualité de vie des
patients (Butz et al., 2003; Dorst et al., 2018; Mustfa et al., 2006) en augmentant notamment leur
survie de 7 a 13 mois (Berlowitz et al., 2016; Bourke et al., 2006). Cependant, lorsqu’un stade trés
avancé de la maladie est atteint et que la paralysie est presque généralisée, I'installation d’une
ventilation assistée plus invasive par trachéotomie devient obligatoire. Celle-ci permet de soutenir les
voies aériennes inférieures et est également capable d’améliorer de plusieurs mois I'espérance de vie

des patients SLA (Spataro et al., 2012).

5.2 Les traitements symptomatiques médicamenteux

Les patients SLA font également face a des symptémes plus ou moins séveres et handicapants qui
nécessites une prise en charge médicamenteuse. En effet, les patients SLA se voient prescrire des
analgésiques afin de réduire la douleur qui peut étre causée par des crampes, de la spasticité ou encore
des douleurs neuropathiques (Brettschneider et al., 2013; Ganzini et al., 1999). Malgré I'absence de
d’études sur la douleur des patients dans la SLA, la prescription médicale d’un analgésique repose sur
les recommandations de I’Organisation mondiale de la santé (OMS) qui préconise la délivrance d’anti-
inflammatoire non stéroidiens (AINS) associés ou non a des opioides en fonction du degré de douleur
ressentie. De plus, d’autres agents pharmacologiques peuvent étre délivrés pour d’autres symptomes
récurrents dans la SLA comme les crampes musculaires, les états d’anxiété et de dépression ou

d’insomnies par exemple (Dorst et al., 2018; Radunovic et al., 2007; Wijesekera and Leigh, 2009).

5.3 Les traitements médicamenteux autorisés

Malgré I'efficacité avérée de nombreuses molécules dans les études précliniques, celle-ci n’est pas

retrouvée lors de la transposition a I’'Homme (DelLoach et al., 2015; Kumar et al., 2016; Petrov et al.,
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2017). En revanche, seuls deux agents pharmacologiques sont actuellement disponibles pour le

traitement de la SLA.

5.3.1 Leriluzole

En 1995, la “Food and Drug Administration” (FDA) approuve le premier traitement pour la SLA : le
riluzole (Rilutek®). Administrer a raison de 100mg/jour, le riluzole permet de prolonger de quelques
mois I'espérance de vie des patients. Méme si ses effets restent toujours controversés, |'efficacité
semble étre patient-dépendant. En effet, les patients souffrants de formes bulbaires seraient plus
sensibles au riluzole en comparaison avec ceux atteints de formes spinales (Bensimon et al., 1994,
2002; van Es et al., 2017; Miller et al., 1996, 2012; Zoccolella et al., 2007). Bien que les effets du riluzole
aient été remis en question récemment sur trois modeles murins de SLA (Hogg et al., 2018), cette
molécule a montré a multiples reprises des effets positifs sur la perte de force musculaire et sur la
survie dans le modéle SOD1%°3 (Bryson et al., 1996; Gurney et al., 1998; Kennel et al., 2000; Pandya et
al., 2013; Waibel et al., 2004). Néanmoins, les mécanismes d’action du riluzole qui régissent de ses
effets bénéfiques sont toujours incompris. Plusieurs hypotheses tentent tout de méme de les
expliquer. Il est souvent rapporté que le riluzole réduirait I’excitotoxicité au glutamate en inhibant sa
libération et en augmentant sa recapture extracellulaire (Distad et al., 2008). Par conséquent, en
agissant sur les récepteurs Acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA), il limiterait une suractivation des
neurones post-synaptiques et donc une potentielle toxicité due a une entrée massive de calcium
(Bellingham, 2011; Cheah et al., 2010). Ainsi, il protegerait de I'hyperexcitabilité neuronale due a une
excitotoxicité au glutamate (Distad et al., 2008; Dorst et al.,, 2018). Seulement, ses effets
neuroprotecteurs ne peuvent actuellement pas s’expliquer par cette voie étant donné I'absence
d’effet de traitements anti-glutamatergiques déja testés sur des patients atteints de SLA (Cudkowicz
etal., 2014; Pascuzzi et al., 2010). Cela dit, le riluzole provoque dans certains cas, des effets indésirables
non négligeables tels que des maux de téte, une asthénie, de la somnolence, de I'anxiété ou de
I'anorexie (Bensimon et al., 1994; Groeneveld et al., 2003). Aujourd’hui, le riluzole est le seul

traitement autorisé pour la SLA en Europe.

5.3.2 L’Edaravone

En 2017, la FDA autorise I'Edaravone (Radicava®) comme deuxieme traitement pour la SLA au Japon,
en Corée du Sud et aux Etats-Unis (Abe et al., 2017; Mejzini et al., 2019; Sawada, 2017). Lors d’un essai
clinique, des doses a raison de 60mg en intraveineuse ont été administrées chez des patients SLA. Le
traitement a permis de préserver les fonctions respiratoires et le déclin fonctionnel sans pour autant
identifier de mécanisme exact. En revanche, aucune donnée n’est disponible concernant la survie des
patients traités avec I'Edaravone. De plus, cette étude n’a été effectuée uniquement sur une sous-

population de patients SLA japonais avec une symptomatologie légére, c’est-a-dire une atteinte légere
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de la fonction motrice et une faible dysphagie. Ainsi, une étude incluant des patients présentant des
atteintes plus sévéres est nécessaire pour juger de son efficacité. Cette derniere a été remise en
guestion tres récemment lors d’un essai clinique, ol aucun patient n’a répondu au traitement
(Turnbull, 2018). Enfin, non autorisé en Europe, son administration en intraveineuse réguliere reste

lourde pour le patient (Abe et al., 2017; Dorst et al., 2018).

Le développement de telles molécules est possible grace a la création de modeles animaux

transgéniques qui permettent I'étude des différents mécanismes physiopathologiques de la SLA.

6. Les causes du déces
Selon les données de la littérature, la cause premiéere de décés chez les patients atteints de SLA est
I’arrét respiratoire. En 2008, une étude révele que 77% des 302 patients inclus sont décédés a la suite
d’un arrét respiratoire parmi lesquels 58% étaient en insuffisance respiratoire terminale, 14% avaient
contracté une pneumonie infectieuse ou d’aspiration, 3% sont morts d’'une asphyxie due a un corps
étranger et 2% d’une embolie pulmonaire. 10% des patients sont décédés d’autres causes comprenant
5% de conditions traumatiques, 3,4% d’événements cardiaques, 1,3% de suicides et 0,7% de mort
subite. Enfin, la cause de la mort n’a pas pu étre identifiée dans 13% des cas (Gil et al., 2008). Deux
études confirment que les détresses respiratoires sont a I’origine de la plupart des déces (Corcia et al.,
2008; Kurian et al., 2009). De plus, les auteurs remarquent que I'insuffisance cardiaque est deux fois
plus fréquente pour les formes bulbaires de SLA alors que I'embolie pulmonaire est retrouvée
exclusivement dans les formes spinales (Corcia et al., 2008). D’autres études révelent que plus de 60%
des patients SLA meurent d’insuffisance respiratoire et plus de 25% meurent de dysphagie (Paulukonis
et al., 2015; Tsai et al., 2013; Yang et al., 2011). Par ailleurs, le lieu du décés des patients est aussi
étudié et celui-ci differe en fonction des études. Par exemple, une étude chinoise révéle que 82% des
patients inclus sont décédés a leur domicile (Yang et al., 2011) tandis que plus de 2/3 des patients
frangais, écossais et taiwanais meurent a I’hépital (Gil et al., 2008; Kurian et al., 2009; Tsai et al., 2013).
Ces résultats contradictoires s’expliquent par des différences économiques et culturelles notables
poussant les patients a refuser certains soins thérapeutiques. A ce jour, pour des raisons évidentes de

bien-étre animal, |la véritable cause de la mort des modeles animaux de SLA n’est pas connue.
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B. Modélisation animale

Plus d’une vingtaine de génes mutés (SOD1, TARDBP, FUS et C90RF72 principalement) sont identifiées
et impliquées dans les cas familiaux de SLA. La découverte de ces genes de causalité a permis la
création d’animaux transgéniques permettant ainsi d’étudier les mécanismes physiopathologiques de
la maladie (Turner and Talbot, 2008). Dans cette partie, nous parlerons uniquement des principaux
modeles transgéniques créés a partir de mutations SOD1 humaines ou murines sur lesquels j'ai

travaillé au cours de ma these.

1. Identification du 1°" géne associé a la SLA
En 1993, Rosen et ses collegues identifient pour la premiére fois des mutations dans le géne SOD1
associées au développement de la SLA (Rosen, 1993). Le géne SOD1 est localisé sur le chromosome 21
et code pour I'enzyme Superoxyde Dismutase 1 (SOD1), une métalloenzyme antioxydante ubiquitaire
(Smith et al., 2019; Valentine et al., 2005). Cette métalloenzyme protéique assure une protection
contre le stress oxydant et assure une détoxification des radicaux libres formés dans la cellule. Plus
précisément, elle catalyse une réaction de dismutation des anions superoxydes (02-) (espéces
réactives de I'oxygene ou « ROS ») en dioxygene (0,) et en peroxyde d’hydrogene (H,0,). Aujourd’hui,
on dénombre plus d’'une centaine de mutations dans le géne SOD1 qui induit une SLA (Saccon et al.,
2013) (ALSOD consortium : http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). En effet, ces mutations représentent la
deuxiéme cause génétique de SLA avec ~12% de cas familiaux et ~3% des cas sporadiques (Couratier
et al., 2016; Millecamps et al., 2010; Renton et al., 2014; Rotunno and Bosco, 2013). La transmission
de ces mutations se fait généralement de fagon autosomique dominante (Andersen and Al-Chalabi,
2011; Couratier et al., 2016; Millecamps et al., 2010) et provoquent de nombreux dommages
cellulaires comme les altérations mitochondriales tels un stress oxydant (Bogdanov et al., 2000; Shaw
et al., 1995), un stress du réticulum endoplasmique (RE) (Kiskinis et al., 2014; Wate et al., 2005), une
altération du processus autophagique (Chen et al., 2009), un défaut du transport axonal ou encore une
excitotoxicité au glutamate (Beckman et al., 1993; Hayashi and Ito, 2016). De plus, des inclusions
protéiques SOD1 sont retrouvées dans les neurones et les astrocytes de patients porteurs de
mutations SOD1 (Bruijn et al., 2004; Rotunno and Bosco, 2013; Zhang et al., 2007) mais celles-ci ne
sont jamais observées avec des inclusions FUS et TDP43. Plusieurs études montrent a la fois in vitro
gu’in vivo que les protéines mutées SOD1 forment des agrégats protéiques entre-elles et qu’elles
pourraient se propager de cellule en cellule mimant un comportement de type prion (Ayers et al.,
2014; Chattopadhyay et al., 2008; Grad et al., 2017; Miinch et al., 2011; Reaume et al., 1996). L’origine
de tous ces mécanismes induits par les mutations dans le gene SOD1 pourraient s’expliquer par un
mauvais repliement protéique empéchant ainsi la fixation des ions métalliques (Cu?* et Zn%)

indispensables a son activité enzymatique (Deng et al., 1993). Outre les agrégats de protéines mutées,
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celles-ci seraient capables de piéger les protéines SOD1 sauvages (Chattopadhyay et al., 2008). Enfin,
les données actuelles tentent d’expliquer ces phénomenes par le gain de fonction toxique ou par la

perte de fonction de la protéine SOD1 a I'aide de modéles murins SOD1 (Philips and Rothstein, 2015).

2. Les modéles murins SOD1 de la SLA
La compréhension des mécanismes physiopathologiques dans diverses maladies est maintenant
possible grace aux modeéles animaux transgéniques. L'utilisation d’un organisme complexe tel qu’un
animal transgénique est primordiale pour étudier I’étiologie et les symptomes associés a une maladie
dans le but de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Toutefois, le choix du type de
modele transgénique in vivo doit étre réfléchit et cohérent avec I'hypothese initiale de travail. Par
ailleurs, les modeéles animaux ont conduit a d’énormes progres en recherche thérapeutique pour les
maladies humaines. En revanche, ces outils présentent tout de méme des limites puisqu’ils ne
pourront pas completement refléter la pathologie étudiée. Le modele animal est catégorisé de
« modele complet » s’il valide trois critéres cruciaux pour étre considéré comme représentatif de la

maladie humaine :

e L’homologie : similitude étiologique et mécanismes engendrés analogues a I'Homme

e |’isomorphisme : totalité ou en partie des symptomes similaires et signes associés
(anatomopathologique, biochimique, etc.) a ceux retrouvés chez I’'Homme. L'origine peut étre
différente entre le modele animal et 'Homme.

e La prédictivité : réactivité similaire face a un traitement pharmacologique connu pour étre

efficace chez ’'Homme.

Dans la plupart des cas, les modeles animaux sont qualifiés de « partiels » puisqu’ils ne peuvent pas

modéliser totalement une pathologie humaine (Poindron et al., 2008).

2.1 Le modéle SOD16%3A

Etant le premier géne a étre caractérisé dans la SLA (Rosen, 1993), le premier modeéle murin
transgénique SOD1%%* voit le jour en 1994 dans I'équipe de Gurney (Gurney et al., 1994). Le modeéle
SOD1%%*4surexprime la protéine humaine SOD1 avec une mutation de type substitution ol une glycine
est remplacée par une alanine en position 93. Ces souris récapitulent I'ensemble des symptémes
observables dans la pathologie humaine a savoir : les atteintes motrices, des inclusions protéiques
SOD1, la perte des MN spinaux, une dénervation musculaire ainsi qu’une paralysie progressive de
I’animal le conduisant a sa mort (Gurney et al., 1994). |l déclare les premiers symptémes aux alentours
de 2,5 mois (~70 jours) et meurt entre 4 et 5 mois (~150 jours). La découverte des mutations dans le
géne SOD1 et la création du premier modéle murin SOD1%%* font qu’il reste le modéle le mieux

caractérisé et le plus utilisé. Il a été montré que I'augmentation du nombre de copies du transgene
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intégré est significativement corrélée avec la sévérité de la maladie. Il existe des modéles SOD1°934
avec moins de 5 copies (« low copy ») qui ont une progression lente de la SLA tandis que ceux avec
plus de 30 copies (« high copy ») ont une progression accélérée (Canto and Gurney, 1997; Dal Canto
and Gurney, 1995). Pour comprendre les phénomeénes pathologiques retrouvés dans ces modeles,
plusieurs études ont tenté d’élucider I’hypothése de la perte ou du gain de fonction de la protéine
SOD1. Chez les patients, la majorité des mutations du gene SOD1 entraine une diminution de son
activité enzymatique (Saccon et al., 2013). Malgré cela, I'invalidation totale du gene SOD1 n’engendre
pas tous les stigmates associés a une SLA comme un déficit moteur particulier, une perte de NMC et
de MN mais plutot un modele de stress oxydant (Reaume et al., 1996). Toutefois, ces souris présentent
une dénervation et une atrophie musculaire ainsi qu’une survie diminuée (Fischer et al., 2012; Flood
et al., 1999; Muller et al., 2006). Bien que cette invalidation ne soit pas suffisante pour induire tous les
phénotypes de SLA dans un méme modele, I'hypothése de la perte de fonction semble tout de méme
contribuer a la pathogénicité de la SLA. A I'inverse, des données montrent qu’une surexpression de la
protéine SOD1 sauvage chez les souris SOD1%°** n’affecte pas la progression de la maladie (Bruijn et
al., 1998) et que les mutations SOD1%%* induisent une activité enzymatique plus élevée (Borchelt et
al., 1994; Yim et al., 1996). Ainsi, il est probable que les mécanismes pathologiques résultent d’effets

concomitants de gain et de perte de fonction dans le développement de la SLA.

2.2 Le modéle Sod1%%°R

En 1995, une lignée de souris transgéniques fut générée, les souris Sod1%¢* surexprimant la SOD1
murine avec une mutation de type substitution ol une glycine est remplacée par une arginine en
position 86 (Ripps et al., 1995). En comparaison avec le modéle murin SOD1%%*, le modéle Sod1%%¢%
surexprime une protéine SOD1 murine dont aucune activité enzymatique n’est mesurée (site
catalytique affectée) lui faisant perdre ainsi ses propriétés antioxydantes. L’utilisation de ce modele
murin Sod1%8 dans notre laboratoire est judicieuse puisqu’il est I’équivalent de la mutation SOD1%%
retrouvée chez 'Homme. Ainsi, cela permet de s’affranchir d’une toxicité due a la surexpression d’une
protéine humaine, retrouvée chez les souris SOD1%%%4, Le modeéle Sod1%F est décrit avec une phase
asymptomatique avant 75 jours. A cet age, aucun symptome moteur visible n’est détecté. Pourtant,
une dénervation musculaire aurait déja commencée bien avant la perte des MN spinaux (Dupuis et al.,
2000). Avant le développement des premiers symptdmes moteurs, les souris Sod1%® commencent a
perdre du poids : signe caractéristique de la SLA. Aux alentours de 90 jours, les symptomes moteurs
s’installent progressivement avec : une altération du réflexe d’extension des pattes postérieures, une
perte de force musculaire et une dénervation musculaire est détectable par des enregistrements
électromyographiques (EMG). Ensuite, la maladie progresse trés rapidement dans ce modeéle avec une

aggravation de ces symptomes et l'installation d’une paralysie progressive des membres postérieurs
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qui conduit a leur mort vers I'age de 110 jours (Dupuis et al., 2004a; Ripps et al., 1995). Au stade
terminal, la perte de MN spinaux, une amyotrophie, un démantelement des jonctions
neuromusculaires (JNM) et des inclusions de neurofilaments phosphorylées sont observées chez les
souris Sod1°%% (Dupuis et al., 2004a; Morrison et al., 1998). Le modéle Sod1%%* constitue I'un des
meilleurs modeéles de SLA récapitulant de manieére homogéne tous les signes caractéristiques d’une
SLA humaine. En plus de tous ces troubles moteurs et signes associés identifiés dans les modeles
murins SOD1%%34 et Sod1%%%F (Figure 6) de sévéres altérations du métabolisme énergétique sont a noter
durant la progression de la maladie dans ces deux modeéles (cf. partie 2 «la composante

métabolique »).

SOD1%%3A Sod1586R Références
Caractéristiques Mutation G93A G86R Gurney et al.,
du trans t‘:Ine Promoteur SOD1 humain Sod1 murin 1994 ; Ripps et
& Activité enzymatique oul NON al., 1995
, . Dupuis et al.,
Hypermétabolisme oul oul 50044

Dal Canto and
Gurney, 1995;
Kong and Xu,

- Mitochondriopathie ++++ + 1998; Wong et
Caractéristiques
métaboliques al., 1995;
Morrison et al.,
1998
Palamiuc et al.,
Deselqwllb’rg balance oul oul 2915 ;
énergétique Desseilles et al.,
2017
Déclenchement de la
maladie (jours) 70 90 Gurney et al.,
Durée de la maladie ~80 ~20 1994 ; Ripps et
(jours) al., 1995 ; Canto
Caractéristiques Survie (jours) ~150 ~110 and Gurney,
phénotypiques Perte de poids oul oul 1997; Dupuis et
Per for al., 2004a;
(:nzesgja?r:e Oul oul Morrison et al.,
. ) 1998
Altération démarche oul oul
Perte des NMC oul oul Gurney et al.,
Perte des MN oul Ooul 1994; Ripps et
al., 1995 ; Canto
Caractéristiques and Gurney,
histopathologiques Perte des INM oul ol 1997; Dupuis et
al., 2004a;
Morrison et al.,
1998

Figure 6 : Caractéristiques principales observées dans deux modeéles murins de SLA.
NMC : neurones moteurs corticaux ; MN : motoneurones ; JNM : jonctions neuromusculaires.
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C. Les mécanismes physiopathologiques décrits dans la SLA

Plusieurs mécanismes physiopathologiques sont soupgonnés d’intervenir dans le développement de
la SLA. En revanche, il n’est aujourd’hui pas possible de les classer dans les causes ou les conséquences
de la SLA. L'identification du premier géne muté SOD1 chez les patients atteints de SLA a encouragé la
communauté scientifique a se focaliser sur le stress oxydant au vue de la perte de fonction supposée

de I'enzyme SOD1.

1. Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydant
Dans les formes familiales et sporadiques de la SLA, le dysfonctionnement mitochondrial est une des
caractéristiques principales avec toutes les altérations cellulaires qui en découlent (Bowling et al.,
1993; Carri et al., 2017; Cozzolino and Carri, 2012, 2012; Dupuis et al., 2004b; Sasaki et al., 2007; Smith
et al., 2019; Vandoorne et al., 2018). Des anomalies structurelles et fonctionnelles identiques sont
observées chez les patients SLA (Hirano et al., 1984; Okamoto et al., 1990; Sasaki and Iwata, 1999;
Sasaki et al., 2007) et dans différents modeles murins de SLA (Dal Canto and Gurney, 1995; De Vos et
al., 2007; Gautam et al., 2019; Higgins et al., 2003; Jaarsma et al., 2001a; Magrané et al., 2014; Wang
et al., 2013). En effet, des amas de mitochondries ont été détectés dans la moelle épiniére lombaire
(Sasaki and Iwata, 1996) ainsi que des gonflements des mitochondries dans les MN de patients SLA
(Siklds et al., 1996). Des phénomenes de vacuolisation et de fragmentation de mitochondries ont été
observés dans les souris modeles de SLA (Canto and Gurneyt, 1994; Kong and Xu, 1998; Wong et al.,
1995) et de MN en culture (Magrané and Manfredi, 2009; Song et al., 2013). En plus de ces anomalies
morphologiques, la fonction mitochondriale est particulierement affectée puisque l'activité des
complexes de la chaine respiratoire est défaillante (Wiedemann et al., 2002) notamment dans les MN
des patients SLA (Borthwick et al., 1999) et chez les souris SLA (Mattiazzi et al., 2002). De maniére
intéressante, il a été montré que la respiration mitochondriale et la production d’ATP étaient
significativement diminuées et précédaient les déficits moteurs des souris SOD1%°* (Jung et al., 2002;
Mattiazzi et al.,, 2002; Szelechowski et al., 2018). Par son interaction avec le RE, la mitochondrie
intervient également dans la régulation calcique de la cellule. Dans la SLA, cette capacité est perdue et
déclencherait une excitotoxicité calcique (Damiano et al., 2006). Une importante concentration en Ca%*
a été retrouvée dans les mitochondries de patients SLA (Siklds et al., 1996) et dans différents modeéles
murins et cellulaires (Carri, 1997; Damiano et al., 2006; Jaiswal et al., 2009). Ces phénoménes peuvent
sous-tendre un défaut de signalisation entre la mitochondrie et le RE (Lau et al., 2018; Siklos et al.,
1996; Stoica et al., 2014, 2016). L'utilisation de Ca?* est indispensable & la synthése d’ATP (Jouaville et
al.,, 1999). Il a été montré qu’une amélioration de la régulation calcique préservait la fonction

mitochondriale dans la moelle épiniére, diminue I'astrogliose et limite la dégénérescence des MN
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(Parone et al., 2013). En revanche, cela n’a pas permis d’empécher la dégénérescence axonale mais

souligne le réle crucial de la mitochondrie dans la gestion du calcium.

Suspecter le stress oxydant comme étant I’élément déclencheur de la SLA avec des mutations
dans le géne SOD1 est légitime, puisque I'action principale de la protéine SOD1 qui est de détoxifier la
cellule des radicaux libres ou ROS (« reactive oxygen species ») est malmenée dans cette maladie
(Barber and Shaw, 2010). Le stress oxydant est un phénomene qui survient lorsqu’une production
accrue de ROS devient toxique pour la cellule. De nombreux travaux ont souligné la présence
anormalement élevée de marqueurs de ROS dans les fluides (Mitsumoto et al., 2008; Simpson et al.,
2004; Smith et al., 1998) et dans les tissus post-mortem de patients sALS (Mahoney et al., 2006; Shaw
et al., 1995; Shibata et al., 2001), justifiant ainsi la contribution du stress oxydant dans la SLA (Barber
and Shaw, 2010; Barber et al., 2006; Mahoney et al., 2006). En condition aérobique, les ROS sont des
métabolites qui résultent de la phosphorylation oxydative, c’est-a-dire lors de la production d’énergie
(sous forme d’ATP) via une consommation d’oxygeéne (O,) qui se fait par la respiration mitochondriale.
Physiologiquement, I'élimination des ROS d’une cellule s’effectue par l'intervention de molécules
antioxydantes comme les superoxydes dismutases (SOD) qui permettent d’assurer un certain équilibre
(Li et al., 2016). Ainsi, la production de ROS ne provoque pas systématiquement un stress oxydant a la
cellule. En revanche, si le processus d’élimination est altéré alors une production de ROS accrue
entrainera divers dommages cellulaires comme une forte réponse inflammatoire, une excitotoxicité,
une agrégation protéique ou encore I'apoptose (Gandhi and Abramov, 2012; Kim et al., 2015). En plus
des arguments ci-dessus et des mutations identifiées dans le gene SOD1 en 1993 chez les patients SLA,
les chercheurs débatent sur une potentielle perte de fonction ou gain de fonction toxique de la
protéine mutée SOD1 (mSOD1). Habituellement, la protéine normale SOD1 dismute les anions
superoxydes (02°) en dioxygene (Oz) et en peroxyde d’hydrogene (H,0:). En 1996, Deng et ses
collegues montrent une diminution de I'activité de la mSOD1 dans les érythrocytes des patients SLA
(Deng et al., 2006) mais une invalidation totale de I'enzyme n’entraine pas de phénotype moteur
particulier (Reaume et al., 1996). A contrario, une accumulation de protéines mSOD1 conduit a des
altérations tant morphologiques que fonctionnelles dans les mitochondries de MN et de cellules
musculaires squelettiques de souris modeéles de SLA (Jung et al., 2002). De plus, plusieurs données
révelent que la protéine mSOD1 serait capable d’entraver le passage d’enzymes importantes pour
I’'hnoméostasie mitochondriale en s’accumulant dans I'espace intermembranaire (Liu et al., 2004; Wong
et al., 1995). Outre I'impact important de I'agrégation de mSOD1 sur la fonction mitochondriale et
I’augmentation accrue de ROS (Israelson et al., 2010; Pickles et al., 2013, 2016), il est probable que la
protéine mSOD1 soit sensible au stress oxydant en raison de sa mauvaise conformation (Rakhit et al.,

2002). En effet, une structure conformationnelle défaillante de la mSOD1 serait responsable de
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réactions oxydatives indésirables. Celles-ci seraient due a une spécificité de liaison altérée aux ions
métalliques indispensables a une activité enzymatique optimale. De plus, le type de mutations de la
mSOD1 provoque des différences de repliement de la protéine et démontre ainsi une certaine
complexité dans I’établissement d’un stress oxydant (Beckman et al., 1993; Cleveland and Rothstein,
2001; Deng et al., 1993). Il est a noter également que les agrégats protéiques mSOD1 peuvent conduire
au recrutement de facteurs pro-apoptotiques déclenchant une activation anormale de I'apoptose
(Pasinelli et al., 2004; Pedrini et al., 2010). Malgré toutes ces données, il n’est pas possible d’émettre

un mécanisme causatif de la mSOD1 et du stress oxydant.

L'ensemble de ces preuves ne peut affirmer un lien direct entre les désordres mitochondriaux et la

protéine mSOD1 mais démontre leur contribution avérée dans la pathogenése de la SLA.

2. L’homéostasie protéique
Comme dans de nombreuses maladies neurodégénératives, I'accumulation de protéines toxiques est
retrouvée. Dans la SLA, les agrégats protéiques sont des signes histopathologiques classiques dans les
neurones moteurs ou sont retrouvées diverses protéines mutées: mSOD1, mFUS, mTDP43 et
mC90RF72 (Ash et al., 2013; Mori et al., 2013; Neumann et al., 2006; Pasinelli et al., 2004; Watanabe
et al., 2001). En effet, des inclusions contenant des protéines mSOD1 sont détectées a la fois dans les
neurones et les astrocytes des patients sALS et fALS (Bosco et al., 2010; Forsberg et al., 2010; Ray et
al., 2004; Shibata et al., 1996) mais également dans différents modéles murins SLA (Bruijn et al., 1998;
Shibata et al.,, 1998; Watanabe et al., 2001). De plus, I'accumulation d’agrégats mSOD1 est
concomitante au développement de la maladie chez les souris mais absente avant la perte de force
musculaire (Bruijn et al., 1998). Par conséquent, il est donc légitime de se demander si ces
accumulations de protéines mutées constituent une cause ou une conséquence a la maladie, voire un
mécanisme de protection pour lutter contre la toxicité potentielle des inclusions. Pour contrecarrer
ces inclusions protéiques, la cellule dispose de deux voies d’élimination : la voie protéasomale et la
voie autophagique. Cependant, ces deux voies sont perturbées dans la SLA (Li et al., 2008; Neumann
et al., 2006; Sasaki, 2011). Par exemple, la mSOD1 peut interagir directement avec le protéasome et
inhiber son action (Kabashi et al., 2004; Urushitani et al., 2002). En paralleéle, les protéines impliquées
dans le processus autophagique telles que I'ubiquitine-2, le sequestosome-1 (Deng et al., 2011; Fecto,
2011) ou CHMP2B (Parkinson et al., 2006) sont retrouvées mutées affectant ainsi le fonctionnement
de ces deux voies, cruciales pour la dégradation protéique. Par ailleurs, il est également connu que les
agrégats mSOD1 participent activement a I'apoptose neuronale (Pasinelli et al., 2004; Pedrini et al.,
2010). Par sa liaison a la protéine anti-apoptotique Bcl2, le mSOD1 favorise I'apoptose dans les MN de
souris SOD1%%* (Pasinelli et al., 2004). Ces données ne permettent tout de méme pas d’identifier un

mécanisme toxique clair. Néanmoins, la piste d’'une propagation de type prion est en vogue depuis
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guelques années. Des études ont souligné la capacité de propagation des agrégats protéiques d'une
cellule a une autre. C'est notamment le cas pour la plupart des mutations liées a la SLA, ou les protéines
agrégées de mSOD1 (Ayers et al., 2016; Basso et al., 2013; Miinch et al., 2011) et mTDP43 (Braak et
al., 2013; Nonaka et al., 2013) sont libérées et endocytées par les protéines avoisinantes reproduisant
ainsi le schéma d’une transmission de type prion. Enfin, un mécanisme potentiel qui résulterait de
cette propagation de type prion serait la capacité qu’auraient les protéines mutées a provoquer une

mauvaise conformation de leurs alter egos sauvages (Grad et al., 2011).

3. Excitotoxicité glutamatergique
Principal neurotransmetteur excitateur du SNC, le glutamate peut parfois se révéler toxique dans
plusieurs conditions pathologiques telles que I'épilepsie, des ischémies cérébrales ou encore des
maladies neurodégénératives comme la SLA. L’excitotoxicité glutamatergique est souvent mise en
exergue dans la SLA car il a été décrit une augmentation anormale de glutamate dans le liquide
céphalo-rachidien (LCR) de patients SLA (Rothstein et al., 1990; Shaw et al., 1995). Une étude montre
également le caractére toxique qu’a le LCR de patients SLA sur des cellules neuronales saines (Couratier
et al.,, 1993). L'action neurotoxique du glutamate s’explique par une activation exacerbée des
récepteurs glutamatergiques neuronaux conduisant a une élévation drastique de la concentration
intracellulaire en calcium qui est délétere pour le neurone. Ce phénomeéne peut s’expliquer par une
guantité trop importante de glutamate dans la fente synaptique dd a un défaut des transporteurs de
sa recapture, une augmentation du nombre de récepteurs postsynaptiques ou une modification de
I'affinité pour ces récepteurs (Ferraiuolo et al.,, 2011). Les MN expriment majoritairement des
récepteurs au glutamate trés perméable au Ca** comme le récepteur AMPA et les rendent
particulierement vulnérables a une toxicité au Ca®* en raison de la sous-unité Glur2 qu’ils expriment
(Williams et al., 1997). L’inhibition du récepteur AMPA a I'aide d’un antagoniste protége les MN en
culture de I'effet toxique du LCR des patients (Couratier et al., 1993). Par ailleurs, le tamponnage du
glutamate par les astrocytes n’est plus assuré puisqu’une répression du transporteur de recapture
EAAT2 est observée dans le cerveau et la moelle épiniére de patients SLA (Bristol and Rothstein, 1996;
Rothstein et al., 1990, 1992). Ces mémes observations ont été faites dans le modéle SOD1%%%4
(Howland et al., 2002; Trotti et al., 1999; Van Damme et al., 2007). Fait intéressant, une surexpression
d’EAAT2 protége de la cytotoxicité induite par le glutamate et de la mort cellulaire dans des neurones
en culture. In vivo, la surexpression d’EAAT2 dans le modéle SOD1%%* retarde la perte de force
musculaire et la mort des MN mais n’améliore pas la survie de ces animaux (Guo, 2003). Néanmoins,
la surexpression d’EAAT2 ne peut étre la cause de la SLA mais y participe activement. Aujourd’hui, le
Riluzole connu pour son action anti-glutamatergique en inhibant la libération de glutamate dans la

fente synaptique (Ferraiuolo et al.,, 2011) a montré des effets satisfaisants dans les modéles
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transgéniques de SLA (Gurney et al., 1998) mais son action n‘augmente que de quelques mois la vie
des patients SLA (Miller et al., 2012). Bien que I'excitotoxicité glutamatergique soit un fait avéré dans
la SLA, ces données ont mis I'accent sur une implication majeure pluricellulaire dans la pathogénicité

de la SLA.

D. Pathogénicité pluricellulaire

Du fait de la dégénérescence des MN chez les patients et les modeles animaux, les premieres
recherches scientifiques étaient majoritairement focalisées sur une pathologie centrée sur le neurone
moteur. Cependant, plusieurs études s’intéressant a I'environnement du neurone moteur ont montré
une réelle contribution d’autres types cellulaires que sont les cellules gliales ou les cellules musculaires

par exemple.

1. Les neurones moteurs
La SLA est classiquement décrite comme la maladie du MN la plus fréquente chez I'adulte (Worms
2001). Par ailleurs, il est tout de méme admis que la SLA induit une dégénérescence conjointe des
neurones moteurs corticaux (NMC) et des MN bulbaires et/ou spinaux (Brooks and Fischbeck, 1995;
Bruijn et al., 2004; Cleveland and Rothstein, 2001; Jaarsma et al., 2008). L’atteinte des NMC et des MN
est due a un certain nombres de mécanismes physiopathologiques comme le stress oxydant, les
agrégats protéiques ou encore |’excitotoxicité glutamatergique présentés en amont (cf partie C).
L'intérét porté a ces événements pathologiques a permis de distinguer diverses populations cellulaires
impliquées dans la SLA. A ce jour, il est connu qu’une surexpression ciblée de la protéine mSOD1 dans
les neurones moteurs n’induit pas de SLA (Lino et al., 2002; Pramatarova et al., 2001) mais que la
toxicité rapportée de la mSOD1 dans les neurones moteurs est tout de méme établie puisqu’elle
contribue a la progression de la SLA. Boillée et ses collégues montrent qu’'une mutation conditionnelle
de SOD1%¥R (autre mutation retrouvée dans la SLA) engendre une perte de poids, une atrophie
musculaire, ainsi qu’une dénervation musculaire. La diminution de ce mutant spécifiquement dans les
MN par I'intervention d’un croisement avec des souris exprimant la CRE recombinase montre un retard
de développement de la pathologie et une survie augmentée de 64 jours (Boillée et al., 2006). Deux
ans plus tard, ces résultats sont confirmés et affirment que la toxicité de la mSOD1 joue un réle crucial
dans la SLA. En effet, I'expression d’un mutant mSOD1 dans les MN entraine également une perte de
poids et une diminution du nombre de MN (Wang et al., 2008). Cependant, cela ne se restreint pas
seulement aux différents mutants SOD1. Les souris TDP43 montrent des déficits moteurs des 3 mois
alors que celles avec une diminution de TDP3 spécifiqguement dans les MN ne présentent aucun
symptome moteur avant 10 mois. Malheureusement, lors d’un stade trop avancé, |'effet bénéfique de

cette réduction de TDP43 sur l'intégrité des JNM et des performances motrices n’est plus conservé
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(Ditsworth et al., 2017). Par conséquent, la contribution des neurones moteurs dans la SLA est réelle

mais ne peut étre réduite a leur unique implication.

2. Les cellules gliales
Le systeme nerveux central dispose d’un systéme de défense robuste qui est composé d’astrocytes,
de microglies et d’oligodendrocytes, ce sont les cellules gliales résidantes, mais interviennent
également les cellules immunitaires circulantes (monocytes, les neutrophiles, lymphocytes). Ces
cellules vont étre activées lors d’événements nocifs pour I'homéostasie cellulaire comme une
infection, une lésion ou encore une dégénérescence, c’est la neuroinflammation (McCauley and Baloh,
2019). Dans la SLA, de plus en plus de preuves soutiennent le role crucial de la neuroinflammation dans
le développement et/ou la progression de la SLA. En effet, les analyses de différents travaux révelent
une neuroinflammation dans les tissus de patients et de modéles murins de SLA (Brites and Vaz, 2014;
Corcia et al., 2012) avec notamment l'identification de niveaux élevés de prostaglandines E2 dans le
LCR (Almer et al., 2002) et de COX2 dans la moelle épiniére de patients et de souris SLA (Yasojima et
al., 2001), tous deux marqueurs de la neuroinflammation. De plus, avec la progression de la pathologie,
I'installation d’une inflammation systémique est décrite par la présence de cellules immunitaires
circulantes (lymphocytes T) dans le tissu nerveux (Engelhardt et al., 1993) mais aussi des marqueurs
inflammatoires dans le LCR (Chang et al., 2008; Simpson et al., 2004; Sjogren, 2004), dans le sang des
patients SLA (Almer et al., 2002; Henkel et al., 2004; Lu et al., 2016; Murdock et al., 2017; Zhang et al.,
2005, 2011) et dans les modeles animaux (Alexianu et al., 2001; Jara et al., 2012, 2017; Keller et al.,
2009; Ozdinler et al., 2011). De I3, les cellules gliales ont été étudiées séparément pour essayer de

comprendre leur réle dans la pathologie.

Des études montrent que les microglies sont déja recrutées des un stade présymptomatique dans le
modéle SOD1%%* |aissant donc penser a une neuroinflammation précoce bien avant le développement
des symptdmes caractéristiques de la SLA (Alexianu et al., 2001; Hall et al., 1998; Kriz et al., 2002). En
effet, des signes d’activation de la microglie sont observés précocement dans le moelle épiniere de ces
souris et vont progressivement s’accentués tout au long de la maladie (Gerber et al., 2012). Lors de
cette activation microgliale, des cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées (Corcia et al., 2012;
Henkel et al., 2004, 2006; Meissner et al., 2010; Nguyen et al., 2001) mais s’ajoutent également les
sécrétions émises par les astrocytes (Endo et al., 2015; Johann et al., 2015; Pehar et al., 2004) qui sont
toutes connues pour étre neurotoxiques (Nagai et al., 2007). Ces constatations ont suggéré que la
neuroinflammation pouvait étre considérée comme un mécanisme neuroprotecteur dans la SLA mais
qui devient délétere au fur et a mesure que la maladie s’installe. En effet, la microglie aurait des
marqueurs connus pour favoriser la réparation tissulaire dés un stade précoce de la SLA (Appel et al.,

2011). De maniére intéressante, il a été montré in vitro que des microglies issues de souris SOD1%%3
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asymptomatiques préservent l'intégrité des MN issus de souris non-transgéniques (nTg). En revanche,
les MN de souris nTg ne survivent pas lorsque c’est une microglie provenant d’une souris en stade
terminal qui est apportée (Liao et al., 2012). Par ailleurs, I'administration d’'une microglie saine a des
souris SOD1%°3* qui en sont dépourvues limite la perte de MN et prolonge leur survie (Beers et al.,
2006). Nous savons aujourd’hui qu’une surexpression de la mSOD1 exclusivement dans les MN n’est
pas suffisante pour engendrer une SLA. Comme expliqué précédemment, la responsabilité des MN
n’est pas totale dans la SLA et fait intervenir les cellules gliales notamment. De surcroit, une induction
spécifique de mSOD1 dans les cellules gliales de souris cause des symptémes semblables a une SLA
mais les MN sont sauvés (Lino et al., 2002; Pramatarova et al., 2001). De plus, la survie est augmentée

dans les modéles de SLA qui n’ont pas la mSOD1 dans la microglie (Boillée et al., 2006).

Les études ont également souligné I'importance des astrocytes dans la SLA. Précédemment, nous
avons vu que les astrocytes contribuaient massivement au développement de la SLA avec une
recapture du glutamate défaillante entrainant une excitotoxicité du Ca?* dans la cellule surstimulée
(Liu and Wang, 2017). Il est montré qu’une induction ciblée de mSOD1 dans les astrocytes est capable
de provoquer la mort des MN dans la SLA (Nagai et al., 2007). De plus, I'introduction d’astrocytes
exprimant la mSOD1 dans un rat nTg engendre la dégénérescence des MN (Papadeas et al., 2011) au
contraire d’une invalidation de la mSOD1 dans les astrocytes ralentit la progression de la maladie
(Wang et al., 2011; Yamanaka et al., 2008). Ces effets bénéfiques sont également mis en évidence

lorsqu’une transplantation d’astrocytes nTg est réalisée chez des rats SOD1%%* (Lepore et al., 2008).

Responsables de la myélinisation, les oligodendrocytes et les cellules de Schwann sont aussi affectés
puisqu’une dégénérescence de la gaine de myéline est observée chez les patients atteints de SLA
(Hayashi et al., 2001) et les rats SOD1°%** (Niebroj-Dobosz et al., 2007). Cette observation est
également faite dans d’autres modeles murins de SLA, avec des altérations structurales et
fonctionnelles des oligodendrocytes dans un modele murin FUS (Scekic-Zahirovic et al., 2017) et dans
le modéle SOD1%%34 (Kang et al., 2013). Enfin, le rdle des cellules de Schwann dans la SLA reste trés
discuté. Des troubles myéliniques sont présents dans le SNP des patients SLA (Perrie et al., 1993)
révélant ainsi des atteintes des cellules de Schwann. De maniere étonnante, les travaux de Lopsiger
montrent qu’une diminution de synthése de mSOD1 dans les cellules de Schwann aggrave la maladie
(Lobsiger et al., 2009). A I'inverse, la surexpression de mSOD1 dans ces cellules n’est pas pathologique
et n’induit aucun signe caractéristique de la SLA comme un quelconque signe moteur ou perte de MN
(Turner et al.,, 2010). Toutes ces preuves démontrent I'impact des cellules gliales dans la

physiopathologie de la SLA bien que les mécanismes soient toujours incompris.
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3. Implication de la JNM et du muscle
Ces dernieres années, le champ des recherches s’est considérablement élargi et n’a fait que renforcer
I'extréme complexité de la SLA en la qualifiant de pathologie multicellulaire. En effet, I’hypothese
d’une étiologie périphérique reste controversée mais fait sens puisque le démantéelement de la
jonction neuromusculaire (JNM) est le premier évenement pathologique a survenir au cours de la
maladie (Lepore et al., 2019). L’altération de cette connexion MN-muscle précéde la rétraction des
terminaisons nerveuses chez les patients et les modeéles murins SOD1 (Aggarwal, 2002; Fischer et al.,
2004; Frey et al., 2000; Gonzalez de Aguilar et al., 2008; Pun et al., 2006; Siklds et al., 1996; Tsujihata
et al., 1984; Vinsant et al., 2013) suggérant que cette déconnexion apparaitrait avant tout signe de
dénervation et de mort des MN (Fischer et al., 2004; Frey et al., 2000; Gould, 2006; Pun et al., 2006;
Vinsant et al., 2013). De plus, la sauvegarde du corps cellulaire du MN n’a pas empéché la destruction
JNM (Gould, 2006; Rouaux et al., 2007). Ainsi, cela démontre que le démantelement de la JNM est
encore plus précoce et n’est pas causé par la mort du MN. Pour tenter d’expliquer ce phénomeéne et
de comprendre I'origine du démantélement de la JNM, la toxicité de la SOD1 serait mise en jeu (Fischer
et al., 2004). C’'est pourquoi une équipe a tenté le pari d'une diminution de la mSOD1 dans le muscle
de souris SOD1%%"F par excision de géne mais n’a rapporté aucun effet bénéfique aux souris (Miller et
al., 2006; Towne et al., 2008). A I'inverse, une surexpression musculaire de mSOD1 a des effets néfastes
sur les souris puisqu’elles ont une faiblesse musculaire, des dommages musculaires et une perte de
MN (Dobrowolny et al., 2008; Wong and Martin, 2010). Toutefois, sur la base de ces données, le tissu
musculaire ne semble pas étre au centre des préoccupations sur la pathologie de la JNM. Or,
I'implication de la toxicité de mSOD1 est bien présente dans la SLA. Plusieurs troubles mitochondriaux
ont été rapportés dans le muscle de patients (Echaniz-Laguna et al., 2002, 2006) et de modeles
animaux de SLA (Luo et al., 2013; Zhou et al., 2010) probablement dus aux agrégats de mSOD1. Et,
plusieurs études ont montré qu’une induction spécifique de mSOD1 dans le tissu musculaire provoque
atrophie musculaire, stress oxydant, activation gliale et dégénérescence des MN (Dobrowolny et al.,
2008; Wong and Martin, 2010). D’autres acteurs renforcent le statut important du muscle dans la mort
du MN. C’est le cas de I'inhibiteur de la croissance neuritique Nogo-A qui est significativement élevé
dans le muscle des patients et des souris modeles et qui est corrélé avec la sévérité de la maladie (Jokic
et al., 2006). Enfin, notre laboratoire a montré également des altérations métaboliques séveres dans
le muscle qui apparaissent bien avant le développement des symptémes moteurs et notamment avant
que les MN soient affectés (Dupuis et al., 2004a, 2011). A ce jour, toutes ces preuves soulignent des
désordres musculaires précoces au développement des symptémes moteurs de la SLA soutenant ainsi
la contribution indiscutable du muscle strié squelettique (cf. partie 2). Les altérations métaboliques

retrouvées dans la SLA feront I'objet d’une partie distincte dans ce manuscrit (cf partie 2).
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PARTIE 2: La composante métabolique : cause ou

conséquence de laSLA ?

A. Physiologie du métabolisme énergétique a I’échelle de I’organisme

1. La flexibilité métabolique au service de ’lhoméostasie énergétique
Chaque jour, notre corps consomme une certaine quantité d’énergie pour assurer les fonctions vitales
telles que la respiration, le fonctionnement cardiovasculaire et du systéme nerveux ou encore
maintenir une température corporelle constante a 37°C, c’est le métabolisme de base (MB) ou
dépense énergétique au repos (DER). Celui-ci représente environ 60 a 75% des dépenses énergétiques
totales et dépendra de plusieurs facteurs comme I’'age, I'état nutritionnel, la composition corporelle
etc. (Connolly et al., 1999). Le pourcentage restant des dépenses énergétiques totales représente la
consommation d’énergie liée a la thermogéneése et a I'activité physique (Clapham, 2012; Westerterp,
2004). Pour cela, le maintien de la balance énergétique demeure indispensable et nécessite un
équilibre subtil entre les apports énergétiques et les dépenses énergétiques totales (DET). Différents
facteurs entrent ainsi en jeu : le nombre, la quantité, la valeur calorique du repas, la consommation
des aliments ou encore les facteurs socio-environnementaux prenant en compte le type d’aliments, le
rythme et la qualité de vie. La faculté permanente qu’a notre organisme a trouver I'équilibre entre
tous ces facteurs définit la flexibilité métabolique, indispensable au maintien de I'homéostasie
énergétique (Berthoud, 2007). La sédentarité, la fonte musculaire du au vieillissement ou des troubles
métaboliques comme I'obésité, la résistance a I'insuline et le diabéte de type 2 peuvent provoquer la
perte de cette flexibilité métabolique (Kelley and Mandarino, 2000). A I'inverse, celle-ci peut étre
améliorée avec I'exercice physique (Bergouignan et al., 2013; Rynders et al., 2018; Weyer et al., 1999).
La maintien de I’'homéostasie énergétique repose sur des mécanismes de régulation tres fins qui font
intervenir des signaux hormonaux (insuline, leptine), métaboliques (acides aminés, acides gras,
peptides, sucres) et nerveux provenant de I'hypothalamus permettant le contréle de la prise

alimentaire (Migrenne et al., 2006).

L’énergie contenue dans les aliments doit pouvoir étre convertie pour étre utilisée par le corps. Les
aliments sont donc digérés, transformés et stockés par exemple sous forme de glycogéne dans le foie
et le muscle ou sous forme de triglycérides (TG) dans le tissu adipeux. La transformation de ces
macronutriments fournit une énergie chimique utilisable par I'organisme qui est I'adénosine
triphosphate (ATP). Cet ATP est produit a la suite d’une série de réactions biochimiques nécessitant la
consommation d’oxygene et la libération de gaz carbonique (CO,) (Soares and Miiller, 2018; Suarez,

2012). Ces échanges gazeux permettant la synthése d’ATP peuvent étre mesurés par le quotient
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respiratoire (QR). Le QR définit le rapport entre la quantité de gaz carbonique produite lors de
I’oxydation totale d’un substrat (VCO,) sur la quantité d’oxygéne nécessaire a cette oxydation (VO;) a
I’échelle du corps entier. Le QR renseigne sur la nature du substrat oxydé pour la production d’ATP et
sa valeur mesurée dépend du substrat utilisé. Il est égal a 1 pour les glucides, a 0,8 pour les protides
et a 0,7 pour les lipides. Pour accéder a ce QR, plusieurs méthodes d’évaluation sont disponibles
comme la calorimétrie indirecte qui reste la plus utilisée. Cette méthode est couramment utilisée en
physiologie du sport ou dans le cas de pathologies graves comme la SLA, ou les patients présentent

des troubles séveres de I'alimentation qui affectent cette homéostasie énergétique.

2. Voies biochimiques principales
Le métabolisme énergétique d’une cellule est un équilibre constant entre synthése (anabolisme) et
dégradation (catabolisme) de substrats (acides aminés, sucres, lipides) représenté par de nombreuses
voies bioénergétiques maintenant au maximum I’homéostasie énergétique. Ces voies générent ou
consomment de I'énergie sous forme d’ATP. Pour ce manuscrit nous nous concentrerons uniquement

sur les deux voies métaboliques principales de catabolisme du glucose et des lipides.

2.1 Le métabolisme glucidigue

2.1.1 Transport du glucose et régulation

Durant un repas, I'amidon (un glucide complexe ou polysaccharide) ingéré sera progressivement
hydrolysé dans la lumiere du tube digestif en plusieurs molécules de glucose. Ces molécules de glucose
seront ensuite absorbées au niveau intestinal et redistribuées par l'intermédiaire de transporteurs
spécifiques a I'ensemble de l'organisme. D’une part, les co-transporteurs sodium-glucose SGLT
(sodium glucose transporter) assurent I’absorption intestinale et rénale du glucose et d’autre part, les
transporteurs du glucose GLUT (glucose transporter) présents de maniere ubiquitaire, permettent de
réguler le métabolisme énergétique (Kanwal and Banerjee, 2013; Thorens and Mueckler, 2010). Une
fois dans la circulation sanguine, le glucose est acheminé dans la cellule cible via les GLUT pour y étre
utilisé ou stocké. Chez 'Homme, 12 isoformes de GLUT existent dont les plus connues sont les GLUT1
a GLUT4. De maniére générale, les GLUT1 et 3 sont ubiquitaires, GLUT2 est exprimé au niveau du rein,
du foie, des cellules B du pancréas et de 'intestin. Enfin, GLUT4 est majoritairement retrouvé dans le
muscle strié squelettique et les adipocytes. Tous ces transporteurs vont pouvoir étre régulés par
différents acteurs comme l'insuline ou ’AMPK (AMP-activated protein kinase) (Huang and Czech, 2007
Leto and Saltiel, 2012; Wang and Lei, 2018). En cas d’hyperglycémie, les cellules B du pancréas
sécretent et libérent I'insuline, une hormone hypoglycémiante. Celle-ci va réguler le transport du
glucose en stimulant la translocation de GLUT4 a la membrane plasmique au niveau du muscle et du
tissu adipeux. Par I'intermédiaire de son récepteur, l'insuline entraine plusieurs cascades de réactions

dont celle de la phosphatidyl - inositol 3 kinase (Pi3K) activant différentes protéines kinases (Akt, PKC,
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etc.) qui provoqueront la translocation des GLUT4 a la membrane plasmique de la cellule (Saltiel and
Kahn, 2001). Indépendamment de la voie de l'insuline, '’AMPK peut également réguler I'entrée de
glucose dans la cellule via GLUT4 en stimulant sa translocation (Kurth-Kraczek et al., 1999). Cette voie
fait intervenir la synthese de divers agents comme I'oxyde nitrique (NOS) qui stimule (Fryer et al., 2000,
2002) ou comme I’AS160 (Akt substrate of 160 kDa) qui inhibe la translocation de GLUT4 a la
membrane (Sakamoto and Holman, 2008; Treebak et al., 2006) (figure 7). La régulation du transport
du glucose dans les cellules permet ainsi de maintenir une glycémie physiologique (entre 0,7 a 1,1 g/L)

face a différentes situations : postprandiale, de jeline ou pathologique.

Glucose

~ Glucose

Glycogéne

l / PiPZﬁ
Glycolyse — Glucose-6P \/®\ PiP3
| — /

Lactate 4@- PyrIate \@4——@

Pyruvate =—=3 Acétyl-CoA
) PDH

Glycolyse aérobie . NADH
FALES. FADH,

@ Glycogénogeneése @ Glycolyse anaérobie

Figure 7 : Voies métaboliques du glucose et régulation de son transport.

Le glucose entre dans la cellule grace aux transporteurs GLUTs enchassés dans la membrane plasmique de la
cellule et est utilisé de différentes fagons. Le glucose peut soit étre stocké sous forme de glycogéne (1:
glycogénogenese) soit étre oxydé lors de la glycolyse pour former du pyruvate. Ce pyruvate pourra donner du
lactate (2 : glycolyse anaérobie) ou entrer dans la matrice mitochondriale pour étre transformé en acétyl-CoA
par la PDH. Puis I'acétyl-CoA entre dans le cycle de Krebs pour donner du NADH et FADH2 qui seront utilisés par
la chaine respiratoire pour produire de I’énergie sous forme d’ATP. Parallélement, I'import du glucose est régulé
par deux acteurs majeurs : I'insuline et ’AMPK. En se fixant a son récepteur, I'insuline déclenche la cascade de
réaction de la Pi3-K qui formera du PiP3. Ce PiP3 stimulera la translocation de récepteurs GLUTs assurée par une
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vésicule intracellulaire (non représentée) par la voie PDK/PKC et I'inhibera par la voie Akt. Indépendamment de
I'insuline, I’AMPK peut inhiber cette translocation par I’AS160 (substrat de I’Akt) ou la stimuler via NOS.

AMPK : AMP-activated Protein Kinase ; AS160 : Akt substrate of 160 kDa ; CK: Cycle de Krebs; CR: Chaine
respiratoire ; GLUT : Glucose Transporter; IRS : Insulin receptor substrate 1; NOS: Oxyde Nitrique ; PDH :
Pyruvate DesHydrogenase ; PDK: Phosphoinositide Dependant Kinase, PKC: Protéine Kinase C; Pi3-K:
Phosphoinositol-3-kinase ; PiP2 : Phophoinositol-2-Phosphate ; PiP3 : phosphoinosotol-3-phosphate.

2.1.2 Devenir, utilisation du glucose et régulation

Une fois entré dans la cellule, le glucose peut soit étre stocké sous forme de glycogene
(glycogénogenése) ou soit étre métabolisé pour produire de I’énergie a la cellule (glycolyse anaérobie
ou aérobie). La glycogénogenese se fait grace a la glycogene synthase (GS) et permet le stockage du
glucose sous forme de glycogene uniquement dans le foie et le muscle squelettique. Ces réserves de
glycogéne constituent un apport rapide d’énergie aux cellules. En paralléle de la glycogénogeneése, le
glucose peut étre directement utilisé pour produire de I'énergie : c’est la glycolyse. On parle de
glycolyse anaérobie (absence d’oxygéne) lorsque le pyruvate produit a l'issue de la glycolyse est
transformé en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH). A l'inverse, la glycolyse aérobie (en
présence d’oxygene) décrit I'entrée du pyruvate dans la mitochondrie et son oxydation pour produire
de I'énergie via le cycle de Krebs. A noter que la glycolyse est la voie principale du métabolisme
glucidique de l'organisme mais surtout I'unique source d’énergie pour le tissu nerveux. Seule la
glycolyse aérobie et ses éléments de régulation seront présentés dans cette section. Pour produire de
I’énergie, le glucose sera transformé plusieurs fois grace a diverses enzymes au cours de la glycolyse
expliquée en trois grandes étapes. Tout d’abord, I’enzyme hexokinase (HK) phosphoryle le glucose en
glucose-6-phosphate (G6P). Le G6P est ensuite transformé en fructose 1,6 biphosphate (F-1,6-bisP) par
la phosphofructokinase (PFK). Puis le clivage du F-1,6-bisP donne deux molécules : le glycéraldéhyde-
3P (G3P) et le dihydroxyacétone P qui peut lui-méme étre converti en G3P. Ces deux molécules G3P
seront ensuite oxydées pour produire du pyruvate. L'ensemble de ces réactions consomment et
produisent de I’ATP ou des coenzymes telles que NADH,H*. Une fois produit, le pyruvate entre dans la
mitochondrie par une série de transporteurs spécifiques (membrane externe : VDAC « voltage-gated
anionic channel » ; membrane interne : MPC « mitochondria pyruvate carrier ») et converti en acétyl-
Coenzyme A (acétyl-CoA) par la pyruvate déshydrogénase (PDH). Enfin, I'acétyl-CoA entre dans le cycle
de Krebs pour produire de I'énergie et générer divers coenzymes (NADH, FADH) qui seront utilisés par
la chaine respiratoire de la mitochondrie, qui sera présentée plus loin. Comme nous l'avons vu
précédemment, I'apport du glucose et donc le niveau énergétique de la cellule sont régulés par
I'insuline et I’AMPK dans le muscle et le tissu adipeux (Hayashi et al., 1998; Holmes et al., 1999). De
plus, la glycolyse dépendra également du rapport AMP/ATP puisque celui-ci permet I'activation de la
PFK, enzyme indispensable a cette voie. Des taux élevés d’AMP dans la cellule entrainent I'activation

de la PFK1 et donc une augmentation de F-1,6-bisP pour produire in fine du pyruvate. Il est également
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montré que 'AMPK active la PFK2 et stimule de la méme manieére la glycolyse. En revanche, trop d’ATP
cytosolique engendre I'inhibition de la PFK1, une augmentation de la production de G6P qui vient lui-
méme bloquer I'activité de I'HK et donc stopper la glycolyse (Marsin et al., 2000). Ainsi, la régulation
du métabolisme glucidique dépend de la régulation de I'apport de glucose dans la cellule par différents
acteurs (insuline, AMPK) (Wang and Lei, 2018) mais résulte aussi d’une boucle de rétrocontrole via le

rapport AMP/ATP.

2.2 Le métabolisme lipidigue

2.2.1 Transport des acides gras et régulation

L'autre source d’énergie est apportée par I'oxydation des acides gras qui est la plus importante pour
la majorité des tissus, excepté pour le tissu nerveux. En effet, 30 a 40% de I'énergie apportée a
I’organisme provient de I'ingestion de lipides, essentiellement sous forme de triglycérides (TG). Les AG
sont définis comme des acides carboxyliques a chaine aliphatique contenant une ou plusieurs doubles
liaisons (AG insaturés) ou aucune liaison double (AG saturés). Les AG font partie d’une catégorie de
lipides et peuvent étre sous forme d’acides gras libres non estérifiée (AG) ou sous forme estérifiée qui
représente les TG. En raison de leur caractére hydrophobe, le transport des AG circulants doit se faire
al’aide de protéines plasmatiques comme I'albumine ou de lipoprotéines telles que les VLDL (Very Low
Density Lipoprotein) par exemple (Foretz et al., 2006) (figure 8). Par I'intermédiaire de lipoprotéine
lipase (LPL), une hydrolase présente a la surface des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins,
permettra de capter et d’hydrolyser les TG contenus dans les VLDL afin de les acheminer dans les tissus
cibles (Lafontan, 2008). En revanche, la protéine ABP (Albumin Binding Protein) exprimée a la surface
de I'’endothélium vasculaire permettrait de reconnaitre et de se fixer a I'albumine. Cela servirait donc
a 'acheminement des AG liés a I'aloumine de rentrer dans les cellules (Kiens, 2006). Durant des
années, le transport des AG a l'intérieur d’une cellule était fortement controversé puisqu’il était
longtemps considéré comme une simple diffusion passive (Hamilton et al., 2001, 2002). Mais cette
hypothese a été reconsidérée puisque plusieurs travaux ont démontré I'existence de protéines de
transport (Abumrad et al., 1981, 1984; Bonen et al., 1998). En 1993, le transporteur FAT/CD36 (Fatty
Acid Translocase/ Cluster of Differentiation 36) est identifié étant exprimé de maniére ubiquitaire et
est le principal transporteur dans le muscle squelettique (Abumrad et al., 1993; Bezaire et al., 2006;
Coburn et al., 2000). La régulation du transport des AG repose sur divers agents moléculaires. Il a été
montré que l'insuline provoque la synthese de LPL dans les adipocytes ce qui augmente donc la
disponibilité des AG via les LDL et donc leur assimilation dans les tissus. L'expression protéique et la
translocation des transporteurs des AG a la membrane plasmique peuvent également étre modulées
par différents stimuli. Bien que les mécanismes moléculaires soient méconnus, I'insuline, 'AMPK et la

contraction musculaire permettent une meilleure translocation des FAT a la membrane plasmique
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augmentant le passage des AG dans les cellules (Bonen et al., 2000; Glatz et al., 2002; Ke et al., 2018;
Luiken et al., 2002; Thomson and Winder, 2009; Wang and Lei, 2018). Une fois dans la cellule, I'AG sera

soit estérifié pour étre stocké sous forme de TG ou alors oxydé pour produire de |'énergie.
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Figure 8 : Voies métaboliques des AG et régulation de son transport.

Les AG entrent dans la cellule par le transporteur FAT/CD36 et sont activés par I’ACS pour donner de I'acyl-CoA.
Celui-ci pourra étre estérifié en TG ou alors traverser la membrane interne et externe de la mitochondrie a I'aide
de CPT1 et 2 respectivement. Une fois dans la mitochondrie, I’acyl-CoA sera oxydé par la B-oxydation et I'acétyl-
CoA généré entrera dans le cycle de Krebs. Les coenzymes NADH et FADH2 sont libérés au cours de ces processus
et seront utilisés par la chaine respiratoire de la mitochondrie pour produire de I'ATP. La translocation du
transporteur FAT/CD36 assurée par une vésicule intracellulaire (non représentée) est stimulée par 'action de
I'insuline, de 'AMPK et la contraction musculaire favorisant la voie oxydative mais les mécanismes associés
restent incompris.

ACS : acyl-CoA synthétase ; AG: Acide gras; CK: Cycle de Krebs; CR; Chaine Respiratoire ; CPT1 et 2 : Carnitine
Palmitoyl Transferase 1 et 2 ; FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase/ Cluster of Differentiation 36) ; LpL : Lipoprotéine
Lipase ; VLDL : Very Low Density Lipoprotein; TG: Triglycérides

2.2.2 Devenir, utilisation des AG et régulation

De la méme maniere que celle du glucose, les AG sont activés en acyl-CoA dans le cytosol de la cellule

par I’acyl-CoA synthétase (ACS) qui utilise du Coenzyme A et de I’ATP. Cet acyl-CoA pourra donc entrer

dans le processus d’estérification pour créer ou maintenir une réserve d’AG sous forme de TG dans la
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cellule du tissu adipeux ou du foie mais quelques fois dans les muscles squelettiques et cardiaque en
conditions pathologiques (figure 8). Par ailleurs, les AG activés vont pouvoir rejoindre la mitochondrie
et y étre oxydés dans la matrice pour fournir de I'énergie via la chaine respiratoire. Les AG a chaine
courte peuvent diffuser librement a travers les membranes mitochondriales et étre activés dans la
matrice alors que les AG a chaine longue nécessitent une activation via les translocases CPT1 et 2
(Carnitine Palmitoyl Transferase). Une fois dans la matrice mitochondriale, I'oxydation des AG ou j-
oxydation peut débuter. L’acyl-CoA va subir une succession de coupures le réduisant de deux carbones
a chaque cycle pour donner deux acétyl-CoA, c’est le cycle de Lynen. La B-oxydation est composée de
guatre réactions permettant la dégradation compléte de I'acyl-CoA en acétyl-CoA. Les produits formés
lors de la B-oxydation serviront pour le cycle de Krebs et les réactions de phosphorylation oxydative
de la chaine respiratoire. Ainsi, le nombre de carbone dans une molécule d’un type d’AG nécessitera
plus ou moins de cycle de dégradation et influencera donc la quantité de coenzymes produits. Certains
acteurs majeurs sont connus pour réguler le métabolisme lipidique, et modulant plus particuliéerement
I’entrée des AG dans la mitochondrie permis par CPT1 (cf. cycle de Randle plus bas). En effet, CPT1
serait modulé par le malonyl-CoA formé a partir d’'un acétyl-CoA carboxylé par I'enzyme ACC (acetyl-
CoA carboxylase) (Zammit, 1999). De plus, il a été montré que I’AMPK, principal chef d’orchestre de la
régulation de la balance énergétique, diminuerait et inactiverait par conséquent I'action d’inhibition
gu’a le malonyl-CoA sur CPT1 (Carling et al., 1987; Saha et al., 2000). Ainsi, I’AMPK favoriserait la B-
oxydation des AG dans le muscle et le foie notamment (Merrill et al., 1997; Park et al., 2002; Velasco
et al., 1997). Par ailleurs, plusieurs travaux ont révélé une modulation par les récepteurs nucléaires
PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors) sur I'expression de génes codant des protéines
impliquées dans la voie lipidique (Evans et al., 2004). Par exemple, I'activation de PPARa et de PPARB/6
(tous deux majoritaires dans le muscle squelettique) induit I'oxydation des AG tandis que PPARy
favorise la synthése et leur stockage (Reddy and Hashimoto, 2001; Tanaka et al., 2003b; Vega et al.,
2000).

2.3 Le chaine respiratoire et la phosphorylation oxydative

Les différents produits formés (NADH et FADH,) lors du cycle de Krebs issus de la dégradation des
substrats de types glucides ou lipides, vont étre utilisés ultérieurement par la chaine respiratoire de la
mitochondrie pour produire de I'énergie. La chaine respiratoire est composée de cing complexes
protéiques transmembranaires : une ATP synthase et quatre complexes mitochondriaux (C-l1 a C-IV).
Ces complexes vont réaliser des réactions d’oxydoréduction permettant le transport d’électrons
générant un gradient de protons et assurer ainsi la synthese d’ATP : c’est la phosphorylation oxydative.
En plus de ces éléments fixes s’ajoutent des éléments mobiles qui les relient entre eux. L'ubiquinone

(ou coenzyme Q) relie le C-l au C-lll et le C-Il au C-lIl. Le cytochrome C quant a lui, fait la jonction entre
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le C-lll et le C-IV. Pour entrer dans la chaine respiratoire de la mitochondrie, les produits réduits NADH

et FADH;, formés subiront différentes réactions biochimiques (figure 9).
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Figure 9 : Couplage de la chaine respiratoire et de la phosphorylation oxydative.

Lors du cycle de Krebs, du NADH et FADH2 sont formés et seront oxydés dans la chaine respiratoire. L’oxydation
du NADH,H+ fait sortir 4 protons (4H+), libere 2 électrons (2e-) qui traverseront le complexe | et récupéré par le
coenzyme Q. Celui-ci sera réduit en CoQH: par 2H+ pour transporter les électrons au complexe Ill et y sera réduit
pour les transférer en libérant des protons. Les électrons libérés sont pris en charge par le cytochrome C oxydé
et seront transmis complexe IV une fois que le cytochrome C est réduit. Le complexe IV transmet ensuite les
électrons a I'oxygene pour produire 2 molécules d’H20, en diffusant 4H+ dans I'espace intermembranaire. Le
FADH; sera oxydé en FAD libérant 2e- qui sont transférés au CoQ qui est réduit en CoQH: et transmis au complexe
IIl. Les protons générés lors de ces échanges sont recyclés dans la matrice grace a I’ATP synthase pour former de
I’ATP ou diffuser au travers de protéines découplantes (UCP) produisant de la chaleur.

En effet, le NADH est oxydé en NAD* dans ce premier complexe ou deux électrons sont arrachés au
NADH et vont traverser le C-I pour étre transmis au coenzyme Q (CoQ). Le CoQ est I'accepteur final
d’électrons du C-1 qui assurera le transfert de ces électrons vers le C-lll. Pour cela, le CoQ est réduit en
CoQH, grace a deux protons issus de la matrice mitochondriale, ce qui lui permettra d’assurer le
transport des électrons jusqu’au C-lll. Le relais des deux électrons apportés par le CoQH;au C-lll n’est
possible qu’aprés I'oxydation du CoQH; en CoQ. De cette réduction, sont libérés deux protons dans
I’espace intermembranaire. Les électrons libérés sont recueillis par la forme oxydée du cytochrome C
(accepteur final d’électrons du C-lll) qui est située du coté de l'espace intermembranaire
mitochondrial. Une fois réduit, le cytochrome C diffusera dans I’espace intermembranaire et rejoindra
le C-IV. Enfin, le complexe IV transfere les électrons qu’il vient de recevoir a la molécule d’O; présente

dans la matrice mitochondriale. Parallelement, deux protons sont expulsés dans I'espace
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intermembranaire et deux autres permettent de libérer deux molécules d’eau. L'ensemble de ces
échanges génére un gradient électrochimique de protons de part et d’autre de la membrane interne
et constitue un réservoir d’énergie pour la cellule via la pompe ATP synthase (complexe V). Quant au
FADH,, produit qui est issu de la transformation du succinate en fumarate par la succinate
déshydrogénase dans le cycle de Krebs (non représenté ici), sera oxydé en FAD par le complexe Il. Une
fois le FADH, formé, celui-ci reste lié au C-ll puisque la succinate déshydrogénase est I'unique enzyme
membranaire du cycle de Krebs. L'oxydation du FADH; en FAD génere deux électrons qui sont
transférés au CoQ qui sera réduit en CoQH; ou ils seront transmis au C-lll. L'imperméabilité de la
membrane interne vis-a-vis des protons et le gradient électrochimique de protons formé au cours de
ces précédentes transformations nécessitent un mécanisme de retour pour ces protons. Ce retour est
possible grace a I’ATP synthase qui permet le passage des protons via ce canal et sert d’énergie pour
la phosphorylation de 'ADP en ATP (Lemarie and Grimm, 2011). Parfois, la chaine respiratoire est
découplée conduisant a une thermogénése (production et libération de chaleur) a défaut de produire
de I'énergie. Ce phénomene s’explique par la présence de protéines découplantes UCP (UnCoupling
Protein) localisées dans la membrane interne mitochondriale. UCP1 est la premiere protéine
découplante identifiée (Ricquier and Kader, 1976) qui permet aux protons de revenir dans la matrice
mitochondriale (Brand et al., 1994; Rolfe et al., 1994). Le recyclage protonique dans la matrice servira
ainsi a exacerber la chaine respiratoire (Bertholet et al., 2017; Fedorenko et al., 2012). D’autres UCPs
sont découvertes, c’est le cas de UCP2 qui est ubiquitaire (Gimeno et al., 1997) et UCP3 qui est surtout

exprimée dans le muscle squelettique (Boss et al., 1997).

3. Cycle de Randle : le régulateur énergétique a I’échelle de I'organisme.
Que ce soit en condition de période post-prandiale ou de je(ine, une coopération tissulaire s'impose
afin d’adapter au mieux les besoins énergétiques des différents organes du corps. Lors d’'une période
post-prandiale, la sécrétion d’insuline par les cellules B des flots de Langerhans du pancréas fait suite
a 'augmentation de la glycémie (taux de glucose circulant). Par son action hypoglycémiante, I'insuline
entraine I'absorption du glucose circulant dans différents tissus exprimant les transporteurs associés
au glucose (GLUT) (Prentki, 1996). Le foie est la plus grosse réserve énergétique puisqu’il récupéere un
tiers du glucose alimentaire et le stocke sous forme de glycogéne grace a la glucokinase. A tout
moment le foie peut produire de I'énergie en utilisant ce glycogéne. De cette maniére, plusieurs
devenirs du glucose sont envisageables sous I'action de l'insuline : (1) le stockage sous forme de
glycogéne dans le foie et le muscle (glycogénogenese), (2) étre transformé en AG via I'acétyl-CoA
(lipogenése de novo) puis (3) en TG (estérification des AG) dans le foie et le tissu adipeux ou (4) étre

utilisé pour produire de I'énergie (ATP) (glycolyse aérobie) (figure 10).
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Figure 10 : Mobilisation des substrats énergétiques en période post-prandiale.

Aprés un repas, la digestion des aliments augmente le taux de glucose dans le compartiment sanguin. En réponse
a cette hyperglycémie, les cellules B du pancréas sécretent et libérent dans le sang de I'insuline. Cette hormone
va ensuite stimuler I’entrée du glucose circulant dans le foie, le tissu adipeux et le muscle. Une fois absorbé, le
glucose peut étre soit (1) stocké sous forme de glycogéne (glycogénogeneése), soit (2) donner des AG (lipogenése
de novo) qui seront (3) stockés sous forme de TG (estérification des AG) ou encore étre directement glycolysé
pour produire de I’ATP (4). Linsuline facilite également la recapture des AG dans le tissu adipeux. Inspirée de
(Evans et al., 2004)

En période de jeline, ce sont les cellules a des flots de Langerhans qui entrent en action puisqu’elles
vont répondre a I’hypoglycémie en sécrétant du glucagon, un peptide ciblant le foie. Ce dernier assure
I’'homéostasie glycémique systémique mais également I'approvisionnement du tissu nerveux en
glucose, seul tissu possédant un métabolisme glucose-dépendant. Pour cela, le foie peut adopter
diverses stratégies sous l'influence du glucagon : (1) il utilise ses stocks de glycogene et libére du
glucose (glycogénolyse), (2) synthétise du glucose a partir d’autres composés (néoglucogenese)
comme (3) le lactate (glycolyse anaérobie) issu des muscles et (4) du glycérol issu de la lipolyse
adipocytaire. La lipolyse produit également des AG qui seront oxydés lors de la B-oxydation dans le
foie et les muscles pour (5) produire de I'énergie sous forme d’ATP (figure 11). Ainsi, optimiser
I'utilisation d’AG permet de réduire I'entrée du glucose dans les tissus et donc de favoriser I'apport de
glucose dans le cerveau en condition de jeGine. En d’autres termes, I'utilisation d’AG au détriment du

glucose dans une condition donnée et vice versa, caractérise le cycle de Randle.
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Figure 11 : Mobilisation des substrats énergétiques en période de jeline.

Lors d’un jeline, le taux de glucose dans le sang est faible. En réponse a cette hypoglycémie, les cellules a du
pancréas sécrétent et libérent dans le sang du glucagon. Cette hormone va ensuite stimuler la production du
glucose via la glycogénolyse (1) dans le foie et le muscle mais aussi la néoglucogenése (2) dans le foie. Pour
réaliser la néoglucogenése, (3) le lactate formé dans le muscle et (4) le glycérol dans le tissu adipeux seront
libérés dans la circulation sanguine et rejoindront le foie. Les AG circulants issus du tissu adipeux seront utilisés
par le foie et le muscle pour produire de I'ATP (5).

En effet, la premiére hypothése était de dire que les AG pouvaient inhiber |'activation de la voie
glycolytique, usuellement stimulée par l'insuline. En 1963, I'équipe de Randle montre une
augmentation des taux intracellulaires de glucose et G6P aprés une incubation d’un coeur de rat avec
des AG. Dans ces conditions, cela provoque I'augmentation du rapport acétyl-CoA/CoA et NADH/NAD*
traduisant d’une utilisation des AG ajoutés et conduit a une inhibition de la PDH. De plus, I’élévation
des niveaux de citrate entraine I'inhibition de la PFK augmentant la concentration intracellulaire en
G6P qui inhibe a son tour I’hexokinase (figure 12). De cette maniére, I'accumulation de glucose dans
la cellule est constatée révélant un défaut du métabolisme lipidique (Randle, 1998; Randle et al., 1963).
Réciproquement, Mac Garry et ses collegues démontrent quant a eux I'effet inverse. En effet, en
présence de fortes concentrations de glucose I'oxydation des lipides est diminuée. Lorsque la glycémie
est élevée, I'insuline stimule la réabsorption du glucose dans le foie notamment, ou il sera oxydé pour
donner du pyruvate. Celui-ci est transformé en acétyl-CoA qui rentre dans le cycle de Krebs pour
donner du citrate. Ce citrate sera changé en acétyl-CoA puis en malonyl-CoA, connu pour inhiber CPT1

et donc empécher I'entrée des AG dans la mitochondrie (Hue and Taegtmeyer, 2009; McGarry et al.,
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1977) (figure 12). ’ensemble de ces travaux soulignent I'intérét majeur du cycle de Randle dans la
gestion des substrats énergétiques en fonction du statut nutritionnel. Cette capacité d’adaptation est

résumée sous l'appellation : flexibilité métabolique (Kelley et al., 1999).
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Figure 12 : Le cycle de Randle, régulateur du métabolisme énergétique.

A gauche du schéma, un flux important de glucose (bleu) dans la cellule favorise la voie glycolytique et conduit a
la production de pyruvate et d’acétyl-CoA dans la mitochondrie. Soumis au cycle de Krebs, du citrate est formé
et pourra ressortir de la mitochondrie pour se convertir a nouveau en acétyl-CoA puis en malonyl-CoA via I'acétyl-
CoA Carboxylase (ACC). Le malonyl-CoA inhibe alors I'entrée des AG dans la mitochondrie en ciblant les
transporteurs CPT1 bloquant ainsi leur entrée et donc limiter leur oxydation.

A droite du schéma, I'entrée massive d’AG (orange) dans la cellule provoque une stimulation de leur oxydation
produisant de I'acétyl-CoA. L’acétyl-CoA inhibe la pyruvate déshydrogénase (PDH) et donc une surproduction
d’acétyl-CoA provenant de pyruvate. Le citrate synthétisé dans le cycle de Krebs sort de la mitochondrie et inhibe
la phosphofructokinase (PFK), une enzyme de la glycolyse. Cela provoque I'accumulation de G6P qui a son tour
inhibe I’hexokinase (HK) limitant plus fortement la voie glycolytique. Figure adaptée de (Hue and Taegtmeyer,
2009).
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B. Altérations du métabolisme énergétique dans la SLA

1. Hypermétabolisme systémique
Classiquement présentée comme une maladie stricte des neurones moteurs corticaux et des
motoneurones bulbaires et spinaux, les altérations musculaires observées dans la SLA sont souvent
considérées comme le reflet de la perte de ces neurones. Cependant, de trés nombreux travaux
remettent en cause ce dogme, notamment sur les différentes pistes concernant |'origine de la
pathologie comme la toxicité au glutamate, les agrégats protéiques, |’astrocytose ou encore le stress
oxydant (Musaro, 2013; Rossi et al.,, 2016). Une nouvelle composante majeure est a prendre en
considération : le métabolisme énergétique. L'un des symptomes majeurs de la SLA est la perte de
poids qui est souvent étudié a travers I'indice de masse corporelle (IMC). Au fur et a mesure que la SLA
progresse, une réduction de I'IMC et de la graisse corporelle sont notifiées chez les patients atteints
de SLA (Kasarskis et al., 1996). Ces observations s’associent aux travaux de Reyes en 1984, qui mettent
déja en évidence un probléme d’ordre métabolique avec une résistance a l'insuline précoce (Reyes et
al., 1984) s’expliquant par une intolérance au glucose (Pradat et al., 2010). En 2001, Desport et ses
collaborateurs identifient une augmentation anormale de la dépense énergétique au repos chez les
patients atteints de SLA, c’est I'hypermétabolisme, qui est confirmé par la suite dans une étude plus
conséquente dans 2/3 des patients SLA (Desport et al., 2001, 2005). Les données de la littérature
rapportent que I’hypermétabolisme concerne 2/3 des patients SLA, est précoce et présent durant
toute la pathologie (Bouteloup et al., 2009; Funalot et al., 2009; Peter et al., 2017). Récemment, il a
été également été montré que la perte de poids (Moglia et al., 2019), I'hypermétabolisme ainsi qu’une
dyslipidémie sont des facteurs de risques majeurs de la maladie chez les patients et sont associés a la
sévérité de la SLA (Bouteloup et al., 2009; Dupuis et al., 2008; Jésus et al., 2018; Ngo et al., 2015; Steyn
et al., 2018). Enfin, une nouvelle fois I’hypermétabolisme est confirmé chez plus de 50% des 287
patients SLA inclus dans une étude (Fayemendy et al., 2021) et soutient que ce profil métabolique
anormal est une réalité a prendre en compte dans la SLA. Ce phénomeéne est associé a une malnutrition
due a la dysphagie notamment, entrainant donc une perte de poids progressive et une aggravation de
la maladie (Desport et al., 1999; Marin et al., 2011). L'IMC est donc un facteur de pronostic important
dans la SLA. Aujourd’hui, il est admis qu’un IMC faible associé a une malnutrition est un facteur
aggravant de la survie (Dardiotis et al., 2018; Desport et al., 1999; Jawaid et al., 2010; O’Reilly et al.,
2013; Paganoni et al., 2011). A l'inverse, un IMC élevé (<30) serait associé a un faible risque de
développer la SLA (Armon and Traynor, 2019; Nakken et al., 2019; Pape and Grose, 2020). A noter tout
de méme, qu’un IMC supérieur a 30 traduit une obésité sévere qui est également un facteur de risque
(Reich-Slotky et al., 2013). Ainsi, toutes ces altérations métaboliques systémiques impactent

négativement la progression de la pathologie.
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2. Hypermétabolisme cérébrale

2.1 Couplage métabolique astrocyte-motoneurone

Au cours des dernieres décennies, plusieurs équipes se sont intéressées au métabolisme énergétique
cérébral impliquant les astrocytes et les neurones. Le fonctionnement neuronal est en grande partie
d{ aux astrocytes qui assurent un grand nombre de processus comme : la signalisation neuronale, la
recapture de neurotransmetteurs mais surtout dans I'apport et la régulation des besoins énergétiques
des neurones (Kreft et al., 2012; Pellerin and Magistretti, 2004; Petit and Magistretti, 2016). Ainsi, une
altération d’un de ces mécanismes clefs prouve la contribution majeure des astrocytes dans les
maladies neurodégénératives, et notamment dans la SLA (Allaman et al., 2011). Le tissu nerveux est
un organe dépendant du glucose comme source d'énergie. Celui-ci est transporté dans le sang et est
capturé par les neurones et les astrocytes grace aux transporteurs GLUT3 et GLUT1 respectivement ol
il sera métabolisé via la glycolyse et le cycle de Krebs (Maher et al., 1994). En 2001, une étude révélait
que la majorité de la consommation énergétique en glucose était associée aux neurones (~90-95%)
contre ~5-10% pour les astrocytes (Attwell and Laughlin, 2001). Cependant, une équipe
strasbourgeoise montre que l'assimilation du 2-déoxyglucose (2DG), un analogue radioactif du
glucose, est identique entre les neurones et les astrocytes (Wittendorp-Rechenmann et al., 2002). Un
an plus tard, il est montré que la consommation du glucose est associée a 80% aux cellules gliales (Véga
et al., 2003). De plus, les astrocytes transforment le glucose circulant en lactate qui pourra étre
transféré aux neurones et étre oxydé pour produire de I'énergie (Kreft et al., 2012; Pellerin and
Magistretti, 2004; Pellerin et al., 1998; Poitry-Yamate et al., 1995; Tsacopoulos et al., 1988). Il est
maintenant connu que la recapture du glutamate dans I'astrocyte par les transporteur EEATs active la
pompe NA*/K*-ATPase et stimule la consommation de glucose et la production de lactate qui est
ensuite transporté dans le neurone via les transporteurs MCTs (Pellerin and Magistretti, 1994) (figure
13). En effet, I'inactivation par oligonucléotides antisens de transporteurs GLAST (EEAT) provoque une
diminution de la consommation de glucose dans le cortex somatosensoriel de rats (Cholet et al., 2001).
Cette augmentation de consommation de glucose a également été observée chez des souris KO pour
le récepteur au glutamate GLT1 (Voutsinos-Porche, 2003). De plus, le glutamate déclencherait le
transport rapide du glucose dans les astrocytes (Loaiza et al., 2003) et celui-ci peut servir de précurseur
au glutamate (Hertz and Dienel, 2002). Plusieurs études ont démontré I'implication des astrocytes dans
la dégénérescence des motoneurones et la propagation de la SLA (cf. partie D: « pathogénicité
pluricellulaires »). En effet, les mutations SOD1 dans les astrocytes sont toxiques pour la viabilité des
motoneurones (Nagai et al., 2007) mais la complexité des interactions astrocytes-motoneurones rend
difficile la compréhension de ces processus pathologiques (Ferraiuolo et al., 2011). Plusieurs études

ont révélé une réduction du transporteur du glutamate GLAST, de la pompe NA*/K*-ATPase ainsi
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qu’une réduction du transporteur du lactate MCT dans les astrocytes de souris SOD1%%%
présymptomatiques. De plus, une diminution de I'expression de MCT est notée dans les astrocytes de
patients SLA et de plus de 50% dans leur cortex moteur (Ferraiuolo et al., 2011; Lee et al., 2012). Toutes

ces études soulignent I'importance du couplage métabolique astrocyte-neurone dans la SLA.

Neurone Astrocyte Capillaire

_
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Figure 13 : Représentation schématique du couplage métabolique astrocyte-neurone.

Le tissu nerveux est un organe dépendant de sa seule source d’énergie, le glucose. Le glucose circulant est
absorbé par les astrocytes et les neurones par I'intermédiaire des transporteurs GLUT 1 et 3 respectivement. Une
fois dans I'astrocyte, le glucose est soit stocké sous forme de glycogéne soit entrer dans la glycolyse pour produire
de I’ATP ou encore étre convertit en lactate par I’enzyme LDH (Lactate déshydrogénase) a I'issue de la glycolyse.
Le lactate est acheminé dans le neurone a I'aide des transporteurs MCTs (monocarboxylase receptors) pour y
étre transformé en pyruvate (Pyr) servant a la synthése d’énergie sous forme d’ATP (voie en rouge). A la suite
d’un potentiel d’action, le glutamate est libéré dans la fente synaptique, se fixe a ses récepteurs ionotropiques
GIuR produisant la dépolarisation de I’élément postsynaptique. Le glutamate de la fente synaptique est
largement recyclé par les transporteurs EAATs (excitatory amino acid transporters) de I'astrocyte entrainant un
échange d’ions Na* et K*. Le Na+ sortira ensuite par la pompe Na*/K*-ATPase formant de I’ADP qui stimulera la
glycolyse et la production d’ATP mais également |'absorption de glucose circulant. Ces deux voies constituent la
navette lactate astrocyte-neurone. L’ATP formée provoquera la conversion du glutamate (Glu) en glutamine (GIn)
par la glutamine synthase (GS). La Glu formée retournera dans le neurone pour y étre transformée en Glu par
I’enzyme PAG (phosphate activated glutaminase) et étre re-vésiculé : c’est le cycle glutamate-glutamine (voie
bleue). (Inspirée de (Petit and Magistretti, 2016)
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2.2 Altération centrale du métabolisme énergétique dans la SLA

De nombreux travaux ont révélé I'existence de modifications de I’assimilation et de |'utilisation du
glucose dans différentes régions cérébrales et de la moelle épiniere aussi bien dans des modeéles
animaux que chez des patients atteints de SLA (Tefera et al., 2021). Pour quantifier I'utilisation du
glucose dans le SNC, la tomographie par émission de positons (TEP) est classiquement utilisée. Cette
technique est basée sur |'utilisation d’un analogue radioactif du glucose 18-fluoro-2-désoxyglucose
(FDG) qui est absorbé par les cellules via les transporteurs GLUT et sera phosphorylé en FDG-6-
phosphate (FDG-6P) par I’hexokinase. Cependant, cet analogue n’est pas une source d’énergie
utilisable pour la cellule et ne pourra étre oxydé dans les voies biochimiques. Il faut tout de méme
noter que l'interprétation des études d’'imagerie avec la TEP associée a de |'autoradiographie repose
uniquement sur les modifications de transport du glucose entre le sang et le tissu nerveux ou sur la
premiere étape de la glycolyse via I’hexokinase. Ainsi, une faible utilisation de I'analogue ne peut pas
renseigner sur un hypomeétabolisme (diminution de I'utilisation de glucose) puisque I'analogue du
glucose n’est pas reconnu par la machinerie métabolique (Huang and Veech, 1985; Rodrigues et al.,
2013). De nombreuses études d’'imagerie ont révélé d’une part, un hypométabolisme du glucose dans
plusieurs régions du cortex moteur de patients SLA (Cistaro et al., 2014; Dalakas et al., 1987; Endo et
al.,, 2017; Hatazawa et al., 1988; Ludolph et al., 1992; Matias-Guiu et al., 2016) ; et d’autre part, un
hypermétabolisme est constaté dans d’autres régions cérébrales (Canosa et al., 2016; Cistaro et al.,
2012, 2014; Matias-Guiu et al., 2016; Pagani et al., 2014) mais aussi dans la moelle épiniére de patients
SLA (Marini et al.,, 2018; Yamashita et al., 2017) s’expliquant par I’activation locale d’astrocytes
notamment (Cistaro et al., 2012; Marini et al., 2018; Pagani et al., 2014). L'identification des ces
événements pathologiques dans la SLA a conduit a étudier leur impact sur I’évolution de la pathologie.
En effet, plusieurs études ont montré que le développement progressif de I'hypo- et de
I’hypermétabolisme dans le SNC est associé a I'évolution de la SLA chez les patients (Dalakas et al.,
1987; Endo et al., 2017; Rajagopalan and Pioro, 2019; Van Laere et al., 2014; Van Weehaeghe et al.,
2016) avec une diminution du score ALSFRS et de la survie des patients avec un hypométabolisme
cérébral (Van Laere et al., 2014; Van Weehaeghe et al., 2016). Avant méme |'apparition des symptomes
moteurs, un hypo- et un hypermétabolisme ont également été identifiés dans le cortex moteur et la
moelle épiniére de souris SOD1°%** (Browne et al., 2006; Miyazaki et al., 2012) et de souris TDP43
(Weerasekera et al., 2020). L’altération du métabolisme du glucose retrouvée a la fois chez 'Homme
et dans les modeles animaux SLA en fait un signe caractéristique persistant de la pathologie. Il est
cependant impossible d’expliquer pourquoi une région cérébrale est plus atteinte d’hypométabolisme
que d’hypermétabolisme et réciproquement. Toutefois, une réduction du débit sanguin cérébral et /
ou des anomalies du transport du glucose ou encore une densité neuronale réduite peuvent participer

a ces altérations métaboliques (Canosa et al., 2016; Cistaro et al., 2012; Garbuzova-Davis et al., 2007;
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Miyazaki et al., 2012; Tanaka et al., 2003a; Waldemar et al., 1992). Bien que les mécanismes qui sous-
tendent I’hypo- et I’hypermétabolisme soient toujours incompris, I'ensemble de ces études souligne
I'importance de ces altérations dans le SNC et encourage a investiguer d’autres tissus énergivores

comme le muscle squelettique, particulierement touché par la SLA.

3. Contribution du muscle strié squelettique
Le systeme musculaire est divisé en deux types de muscles : les muscles lisses et les muscles striés. Ces
derniers sont subdivisés 3 catégories en fonction de leur caractere contractile : le muscle strié
cardiaque a contraction involontaire, le muscle strié a insertion conjonctive (ex: sphincter) a
contraction involontaire et volontaire (mixte) et le muscle strié squelettique a contraction volontaire.
Cette partie sera consacrée uniqguement au muscle strié squelettique puisqu’il est le seul a étre touché

dans la SLA.

3.1 Structure et diversité des fibres musculaires

Le muscle strié squelettique est constitué de plusieurs faisceaux de fibres musculaires enveloppés par
un tissu conjonctif fibreux : I'laponévrose. Il assure un réle de protection, de structure et sert de point
d’attache aux os (aponévrose d’insertion). En continuité avec la formation tendineuse du muscle,
I’épimysium englobe plusieurs faisceaux de fibres musculaires. On y retrouve le tissu conjonctif, les
vaisseaux et les nerfs. Ensuite, le périmysium entoure chaque faisceau musculaire qui contient

plusieurs fibres musculaire séparées elles-mémes par I'endomysium (figure 14).
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Figure 14 : Représentation structurale du muscle strié squelettique.

L’aponévrose d’insertion ou fascia musculaire enveloppe I'intégralité du muscle strié squelettique. Le muscle
strié squelettique est composé de plusieurs faisceaux de fibres musculaires entourés par différentes enveloppes
de tissus conjonctifs : I'épimysium, le périmysium et I'endomysium. L’épimysium ou aponévrose d’enveloppe
contient plusieurs faisceaux de fibres musculaires, les vaisseaux sanguins et les nerfs. Chaque faisceau musculaire
contient entre 10 et 100 fibres musculaires et est délimité par le périmysium. A I'intérieur du faisceau musculaire,
chaque fibre musculaire ou myocyte est séparée par I'endomysium. On y retrouve des capillaires et des nerfs.
L’endomysium est apposé sur le sarcolemme.

Cette organisation structurale est commune a tous les muscles striés squelettiques mais la composition
en fibres musculaires est différente. En effet, il existe les fibres musculaires rouges (fibres 1) et blanches

(fibres Il) qui sont classées selon leurs caractéristiques physiologiques (figure 15):

- Lesfibres de type | ou fibre a vitesse de contraction lente (Slow twitch ou ST) sont oxydatives,
de petit diamétre, un important volume mitochondrial qui fait qu’elles sont peu fatigables et
sont sollicitées lors d’exercice peu intense (faible force de contraction) mais soutenu dans le
temps. La teneur élevée en myoglobine donne un aspect rouge a la fibre | ou ST.

- Les fibres de types Il (Fast twitch ou FT) :

o Les types lla ou a vitesse de contraction intermédiaire sont dites « mixtes ou
intermédiaires » car elles sont oxydatives et glycolytiques. Riche en myoglobine et un
volume mitochondrial diminué. Leur résistance a la fatigue est diminuée mais leur
force et vitesse de contraction augmentées.

o Les types llb ou a contraction rapide, sont glycolytiques, de gros diametre, avec un

faible volume mitochondrial, pauvre en myoglobine (aspect blanchéatre), une faible
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résistance a la fatigue mais une force et vitesse de contraction tres élevées. Ces fibres

sont utilisées lors d’exercices courts, intenses et puissants.

Caractéristiques

Type | Types lla Type llb
structurales
Couleur Rouge Rose Blanc
Taille et diametre Petit Moyen Gros
Volume mitochondrial +++ ++ +
Enzymes oxydatives +++ ++ +
Enzymes glycolytiques + ++ 4+
Myoglobine +++ ++ s
Caractéristiques
Typell Types lla Type llb
fonctionnelles
Métabolisme Oxydatif Mixte Glycolytique
Résistance a la fatigue +++ ++ +
Force de contraction + ++ 4+
Vitesse de contraction + ++ +++

Figure 15 : lllustration représentative des trois types de fibres musculaires et tableau récapitulant
leurs principales caractéristiques structurales et fonctionnelles.

La classification de ces fibres musculaires a été possible grace aux progrés histochimiques. En effet, les
fibres musculaires ont des profils enzymatiques différents associés a des statuts métaboliques
différents (oxydatif vs glycolytique). Les fibres rouges (fibres I) sont identifiables grace aux nombreuses
enzymes oxydatives qu’elles contiennent telles que la succinate déshydrogénase (SDH) ou et la
cyclooxygénase (COX). Quant aux fibres blanches a contraction rapide, celles-ci dépendent de la forte
production d’ATP et donc d’ATPases (enzyme responsable de la synthése d’ATP) (Bottinelli et al., 1994;
Burke et al., 1971; Edstrom and Kugelberg, 1968). Cette caractérisation est bien connue et largement

acceptée. Elle a permis également de mettre en évidence que les fibres oxydatives (SDH positives) plus
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petites, ont un volume mitochondrial bien plus important que les fibres glycolytiques (SDH négatives)
qui sont plus grosses (Schiaffino et al., 1970). Il est tout de méme important de noter que la
cartographie musculaire n’est pas exclusive a un type de fibre en particulier mais repose plus sur une

prédominance de type de fibres (figure 16).

Muscle a prédominance Muscle a prédominance
oxydative glycolytique

Fibres|

Fibres|i

Figure 16 : Représentation schématique de la proportion du types de fibres musculaires retrouvée
dans les muscles a prédominance oxydative et glycolytique.

Le diametre et la vitesse de conduction nerveuse sont aussi différents en fonction de la fibre
musculaire. Chaque motoneurone (MN) innerve plusieurs fibres musculaires mais une fibre musculaire
n’est contactée que par un seul MN. C’est la zone de contact entre les terminaisons du MN et la fibre
musculaire qui constitue I'unité motrice (UM) ou la jonction neuromusculaire (JNM). Enfin, les cellules
de Schwann completent la JNM (Castonguay et al., 2001). Les MN qui innervent les fibres de type | ont
un petit diameétre et une vitesse de conduction lente alors que les MN qui contactent les fibres de type
Il ont un diameétre plus gros et une vitesse de conduction plus élevée (figure 17) (Schiaffino and

Reggiani, 2011).

Caractéristiques

Type | Types lla Type llb
d’innervation/UM
Taille de 'UM + ++ +++
Diamétre du MN + ++ +++
Vitesse de conduction Lente Rapide Tres rapide
Seuil de recrutement Bas Elevé Elevé

Figure 17 : Caractéristiques d’innervation des différents types d’unité motrice.

62



3.2 Sarcomeére et contraction musculaire

La myofibre est entourée du sarcolemme (membrane plasmique de la cellule musculaire) et de
réticulum sarcoplasmique (réservoir de calcium de la cellule musculaire). Ce dernier présente des
invaginations de sarcolemme qui correspondent aux tubules T. L’aspect strié des myofibres provient
de I'alternance de zones sombres et claires appelées bandes A et | respectivement. Ces bandes sont
elles aussi délimitées par d’autres bandes et lignes qui formeront le sarcomere (figure 18). La myofibre
a pour unité de base le sarcomere. Le sarcomere est un systéme complexe de protéines contractiles
(actine, myosine), de structure (titine, desmine, nébuline, a-actinine) et régulatrices (tropomyosine,

troponine C, | et T) (Frontera and Ochala, 2015).

Filaments d’actine et de myosine

Bande | Bande A Bande | i

! I I 1

Bande H

! Ligne z Ligne M Ligne Z Myosine

Sarcomeére !

Figure 18 : Représentation schématique de I'ultrastructure d’une myofibrille.

Chaque myofibrille est entourée par le sarcolemme (non représenté) et juste en dessous le réticulum
sarcoplasmique qui épouse les filaments d’actine et de myosine. L’organisation spatiale de ces filaments donne
cet aspect strié aux fibres. Les bandes A sombres contiennent les filaments fins d’actine et épais de myosine qui
se chevauchent alors que les bandes | claires ne sont composées que de filaments fins d’actine. Dans la bande A
se trouve la bande H et la ligne M qui contient uniquement les filaments épais de myosine alors que la ligne Z se
trouve dans la bande A. Un sarcomere est délimité entre deux lignes Z.
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Le couplage neuromusculaire met en jeu le MN et I'ensemble des fibres musculaires qu’il innerve.
L'axone du MN (élément présynaptique) provient de la racine ventrale de la moelle épiniére ou d’un
nerf cranien du tronc cérébral pour innerver un muscle strié squelettique (élément postsynaptique)
(Heckman and Enoka, 2012). La dépolarisation des MN génére un potentiel d’action (PA) qui entraine
la libération d’acétylcholine (Ach : principal neurotransmetteur) dans la fente synaptique de la JNM
(Wood and R. Slater, 2001). Une fois libéré, I’Ach se lie aux récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine
(AchR) couplés a des canaux sodiques (Flucher and Daniels, 1989) et entraine un influx d’ions qui induit
une dépolarisation de la membrane musculaire. Celle-ci se propage dans I'élément post-synaptique a
travers le tubule T qui comprend un récepteur sensible aux variations de voltage : le récepteur
dihydropyridine (DPH). Ce récepteur DPH change de conformation aprés un PA, ce qui active les
récepteurs a la ryanodine qui permettent la libération de calcium dans le sarcoplasme. Le calcium
libéré est capté par la troponine C ce qui entraine le glissement actine-myosine et par conséquent la
contraction musculaire (Wood and R. Slater, 2001) (figure 19). La relaxation musculaire survient d’une
part lorsque I'acétylcholine estérase hydrolyse I’Ach présent dans la fente synaptique et d’autre part
grace aux pompes SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase) qui permet de recapturer le
calcium dans le réticulum sarcoplasmique (Taylor and Radi¢, 1994). Enfin, les cellules de Schwann
assurent la maturation, la stabilité et I'efficacité des JNM via différents facteurs complétant ainsi la

synapse tripartite (Ko and Robitaille, 2015).
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1) PA présynaptique

2) Libération d’Ach dans la
fente synaptique

4) Propagation du PA \

postsynaptique

Figure 19 : Représentation schématique du couplage neuromusculaire.

Lorsqu’un potentiel d’action (PA) parcourt I'axone du motoneurone, celui-ci ira jusque dans les boutons
synaptiques qui forment la jonction neuromusculaire (JNM) (cellules de Schwann non représentées). 1) Le PA
présynaptique entraine la libération d’Ach (2) dans la fente synaptique de la JNM. Une fois libéré, I'’Ach se liera a
au récepteur majoritaire de la JNM, le récepteur nicotinique de I’Ach (AchR). Le PA postsynaptique se propage
ensuite le long de la membrane sarcoplasmique (4) et diffuse dans le tubule T entrainant I'activation des
récepteurs dihydropyridines (DHP) et I’activation des récepteurs ryanodines (RyR) (5) situés dans le réticulum
sarcoplasmique. Le calcium (Ca?*) libéré dans le cytoplasme est capté par la sous-unité C de |a troponine qui fait
partie du complexe TTA (Troponine-tropomyosine-actine). Une fois fixé, les sites de liaison de I’actine sont libérés
et la myosine peut alors se fixer sur la tropomyosine. Le glissement actine-myosine s’effectue raccourcissant la
taille du sarcomere, c’est la contraction musculaire.

3.3 Dénervation sélective et progressive des muscles dans la SLA

Dans la SLA, la déstabilisation de la JNM est un des premiers événements pathologiques, et ce, avant
méme la perte du corps cellulaire du MN. Cette observation laisse penser a un phénomene de « dying-
back » avec une dégénérescence séquentielle allant de la dénervation musculaire puis d’une perte des

terminaison du MN suivie de la mort des MN (Fischer et al., 2004).

Nous avons vu précédemment que l'innervation de fibres musculaires dépend du type de MN selon

ses propres caractéristiques. En effet, les MN different par leur diametre somatique et axonal, leur
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capacité de décharge et les fibres musculaires qu’ils innervent. Ainsi, une catégorisation est possible
pour les MN et plusieurs études ont montré que les MN n’étaient pas tous égaux face a la SLA. Il existe
trois familles de MN qui innervent des fibres musculaires différents. Les MN a innervent les fibres
musculaires extrafusales et sont responsables de la contraction musculaire lors du mouvement. lls sont
majoritaires et représentent les plus gros MN. Les MN y sont de petite taille et innervent les fibres
musculaires intrafusales du fuseau neuromusculaire, important dans la régulation de la proprioception
statique et jouent un réle sensoriel lors de la contraction musculaire. Enfin, moins bien définis, les MN
B innervent les fibres intrafusales et extrafusales (Heckman and Enoka, 2012; Kanning et al., 2010).
Actuellement, seuls les MN a sont touchés dans la SLA. Dans les MN a, trois sous-catégories de MN
sont identifiées en fonction de I'UM gu’ils innervent. On distingue les UM lentes (« slow » ou S), les
UM rapides et résistantes (« fast fatigue-resistant » ou FR) et les UM rapides et fatigables (« fast
fatigable » ou FF). Les UM lentes sont contactées par les MN S qui sont plus petits que les autres et
permettent une trés grande résistance a la fatigue lorsqu’ils sont activés (figure 20). lls innervent les
fibres musculaires lentes rouges de type oxydatif (type ). A I'opposé, les MN FF sont les plus grandes
cellules disposant d’un réseau neuritique trés développé. Lorsqu’ils sont activés, la force musculaire
développée est considérable mais se fatiguent trés vite. Les MN FF innervent les fibres musculaires
blanches de type glycolytique (type IlIb). Enfin, les MN FR se situent au milieu des MN S et FF. Ils
présentent des propriétés intermédiaires (Frey et al., 2000). Le recrutement de ces différents MN et
UM dépend de la situation rencontrée. Lors d’exercices courts et intenses, ce sont les MN et les UM
FF qui sont sollicités, tandis que les MN et UM S sont utilisées pour une contraction modérée et

maintenue dans le temps (Heckman and Enoka, 2012; Kanning et al., 2010).
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Contraction trés rapide
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I'effort

Contraction rapide
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Contraction lente
Résistance trés élevée a
I'effort

Figure 20 : Caractéristiques morpho-fonctionnelles des motoneurones a et leurs unités motrices.

Il existe trois sous-types de motoneurones a qui se différencient entre eux par la taille du soma, du diametre de
leur axone, de leur ramification mais en fonction de I'unité motrice qu’ils innervent. Les MN FF (« fast twitch
fatigable ») contactent les fibres de type Ilb, les MN FR (« fast twitch resistant ») innervent les fibres de type lla
et les MIN S (« slow —twitch ») contactent les fibres de type I. Ces trois types d’unités motrices seront sollicitées
selon le type d’effort que subit le muscle associé. (lllustration adaptée de (Kanning et al., 2010).

Les données de la littérature montrent un perte précoce, sélective et progressive des MN FF dans le
muscle gastrocnémien des souris SOD1%*4 (Frey et al., 2000; Pun et al., 2006) (figure 21). Etant donnée
leur perte précoce aux alentours de 45 jours, les MN sont donc qualifiés de « vulnérables ». La
dénervation des MN a continue avec la perte des MN FR autour de 80 jours et celle des MN S
(« résistants ») au stade final uniqguement (Frey et al., 2000; Pun et al., 2006). Or, les raisons de cette
dénervation séquentielle et ordonnée de MN FF, FR puis S ne sont pas encore élucidées. En revanche,
plusieurs hypothéses pourraient expliquer ce phénomeéne. Premierement, la plus grande sensibilité
des MN FF proviendrait de leur taille et leurs besoins énergétiques bien plus conséquents que ceux des
MN FR et S. Par ailleurs, comme nous I’avions vu plut tét (cf. partie 1-C), il est décrit que la mSOD1
altere le fonctionnement mitochondrial impactant la synthese d’ATP, source d’énergie importante du
MN. Ainsi, les MN FF en restriction énergétique dégénerent plus rapidement que les autres MN de
type FR et S. Le deuxiéme argument repose sur la capacité de bourgeonnement du MN lors de
situations pathologiques. En effet, des études de lésion de I'axone ont montré que les MN FF ont une
faculté de bourgeonnement nettement plus faible que les MN FR et S, suggérant que ces derniers
puissent réinnerver les UM délaissés par les MN FF qui ont dégénérés (Duchen, 1973; Frey et al., 2000;
Schaefer et al., 2005). Ainsi, I'observation de la perte musculaire observée presque 40 jours apres la
dégénérescence des MN FF s’explique par cette faculté qu’ont les MN FR et S de réinnerver les fibres

1 GI93A

de type llb. Ces données obtenues chez les souris SOD sont également vérifiées chez les patients

atteints de SLA (Fischer et al., 2004). L'ensemble de ces preuves indiquent que la sensibilité d’un
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muscle a prédominance glycolytique n’est pas la méme qu’un muscle a prédominance oxydative dans
la SLA. C’est la raison pour laquelle les muscles glycolytiques sont les premiers et les plus affectés dans

la maladie tant chez ’'Homme que dans les animaux modeéles.

Progression de la

SLA
O FF nasseesmssssmanns
Phase .= r— 45jours a FR
asymptomatique
as
a FR @
asS o
aFR
Début de la
faiblesse —1 — 80jours as o
musculaire
asS o
Début d(? la 120 jours
paralysie
as

Figure 21 : Dénervation séquentielle des motoneurones a concomitante a la progression de la
maladie des souris SOD1°%34,

Dés 45 jours environ (phase asymptomatique), une dénervation importante des fibres musculaires de type llb
(glycolytique) affectant les MN a FF est observée tandis que les autres fibres de types | et lla restent intactes.
Progressivement, les MN FR ou S contactent les fibres llb grace a leur capacité de bourgeonnement et de
croissance. Aux alentours de 80 jours, le démantelement des JNM des fibres de type lla et la perte des MN FR
sont constatées. De la méme maniére, les MN S vont compenser ces pertes en innervant les fibres lla avant de
dégénérer a un stade avancé de la maladie autour de 120 jours. (lllustration adaptée de Kanning et al., 2010).
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3.4 Acteurs moléculaires et désordres du métabolisme musculaire impliqués

dans la SLA
Jusqgu’ici, nous avons vu que la SLA est une pathologie systémique de haute complexité faisant
intervenir plusieurs types cellulaires. Chez les patients comme chez les souris modeles de SLA, il est
maintenant admis que le démantélement de la jonction neuromusculaire (JNM) est un des premiers
évenements pathologiques de la maladie (Fischer et al., 2004; Gonzalez de Aguilar et al., 2008; Jokic et
al., 2006; Moloney et al., 2014) et ce bien avant la perte des MN (Frey et al., 2000; Gould, 2006; Pun
et al., 2006; Vinsant et al., 2013) et des premiers symptémes moteurs (Dupuis et al., 2000; Rocha et
al., 2013). Il a également été montré que I'accumulation de mutant SOD spécifiquement dans le muscle
est responsable de I'altération des JNM (Dobrowolny et al., 2018) et que la surexpression de Nogo-A
dans le muscle est délétére pour la JNM, les MN et est négativement corrélée a la sévérité de la maladie
(Dupuis et al., 2002; Jokic et al., 2005, 2006; Pradat et al.,, 2007, 2012). Par ailleurs, les
dysfonctionnements mitochondriaux représentent un autre point majeur de la SLA. En effet, des
anomalies de structure et de fonction mitochondriale sont observées dans le muscle de patients SLA
et d’animaux transgéniques (Chung and Suh, 2002; Crugnola et al., 2010; Echaniz-Laguna et al., 2006;
Luo et al., 2013; Menzies, 2002; Vielhaber et al., 1999; Zhou et al., 2010). S’ajoute a cela, le stress
oxydant induit par une production anarchique d’espéeces réactives de I'oxygene (ROS) retrouvées en
grande quantité dans les fluides et tissus de patients SLA (Chang et al., 2008; Mitsumoto et al., 2008;
Shaw et al., 1995; Shibata et al., 2001; Simpson et al., 2004; Smith et al., 1998). En 2010, notre
laboratoire met en évidence un stress oxydant musculaire bien avant le développement de symptomes
moteurs et tout autre signe de dénervation musculaire dans le modéle Sod1%8® (Halter et al., 2010).
Ces altérations ne constituent pas 'origine de la pathologie mais y contribuent fortement. Début du
21%me siécle, I’hypermétabolisme systémique et la dyslipidémie sont caractérisés a la fois chez les
patients atteints de SLA mais également chez les souris modeéles (Desport et al., 2001; Dupuis et al.,
2004a). Ces altérations représentent des facteurs de risques pour contracter une SLA (Dupuis et al.,
2008; Jésus et al., 2018; Ngo et al., 2015; Steyn et al., 2018). De plus, notre laboratoire démontre qu’un
hypermétabolisme musculaire expérimental cause une dénervation musculaire, une perte de MN, un
démantelement des JNM et réduit I'espérance de vie des animaux, mimant ainsi toutes les
caractéristiques d’une SLA (Dupuis et al., 2009). Enfin, il est clairement établi que I'exercice physique,
le changement de statut métabolique des fibres musculaires et la dérégulation d’acteurs moléculaires
majeurs du métabolisme énergétique musculaire contribuent activement a la physiopathologie de la
SLA. Enfin, notre laboratoire a mis en évidence une perte de la flexibilité métabolique musculaire des
un stade présymptomatique chez les souris modeles de SLA (et ce avant la mise en place de

I’hypermétabolisme systémique. Cela se traduit par I'incapacité d’utiliser le glucose comme source
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d’énergie, qui s’explique par une augmentation de la B-oxydation et une diminution de la glycolyse
(Palamiuc et al., 2015; Scaricamazza et al., 2020) dans le muscle strié squelettique. Un des acteurs
majeurs de ce déséquilibre énergétique est la pyruvate déshydrogénase kinase 4 (PDK4), une isoforme
majeure de PDK dans le muscle (Jeoung et al., 2006; Zhang et al., 2014), qui joue un role crucial dans
cette balance. Une induction significative de ce marqueur métabolique est retrouvée dans les muscles
striés squelettiques des souris modéles Sod1%8f et SOD1°%*# mais également dans le muscle de patient

SLA (Palamiuc et al., 2015).

Nous formulons donc I’hypothése qu’une correction de la balance énergétique (glucose vs acide gras)
dans le muscle strié squelettique permettrait d’atténuer ou de ralentir le développement de la SLA.
Ainsi, la contribution du muscle squelettique et ses altérations énergétiques associées sont

synthétisées dans la revue que j’ai rédigée ci-dessous.
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Abstract: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterized by
progressive and selective loss of motor neurons, amyotrophy and skeletal muscle paralysis usually
leading to death due to respiratory failure. While generally considered an intrinsic motor neuron
disease, data obtained in recent years, including our own, suggest that motor neuron protection is
not sufficient to counter the disease. The dismantling of the neuromuscular junction is closely linked
to chronic energy deficit found throughout the body. Metabolic (hypermetabolism and dyslipidemia)
and mitochondrial alterations described in patients and murine models of ALS are associated with
the development and progression of disease pathology and they appear long before motor neurons
die. It is clear that these metabolic changes participate in the pathology of the disease. In this review,
we summarize these changes seen throughout the course of the disease, and the subsequent impact
of glucose—fatty acid oxidation imbalance on disease progression. We also highlight studies that
show that correcting this loss of metabolic flexibility should now be considered a major goal for the
treatment of ALS.

Keywords: skeletal muscle; ALS; neuromuscular junction; hypermetabolism; PDK4; metabolic
imbalance; trimetazidine

1. Introduction

In humans, the muscular system is divided into two distinct categories: smooth
and striated muscles. The number, organization, and function of striated muscle require
considerable energy consumption when compared to the entire human body. In this review,
we first present a summary of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Second, we examine the
role of muscle energy metabolism in the pathophysiology of ALS and we further discuss
how targeting muscle offers an avenue for treating the disease.

1.1. Amyotrophic Lateral Sclerosis

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal and incurable neurodegenerative disease.
The gradual loss of weight and muscle strength and the onset and progression of muscle
paralysis are the main visible presentations of this disease. From a cellular perspective, the
loss of cortical motor neurons and spinal and bulbar motor neurons is clearly established [1].
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ALS typically affects patients between the ages of 50 and 60 and invariably causes death 3 to
5 years after onset [2]. Worldwide, 60,000 people die of ALS each year [3] with an incidence
of 1.75 to 3 per 100,000 per year [4]. In France, there are 3 to 4 new cases per year per 100,000
individuals and a prevalence of 6000 [5]. Many genes have been directly linked with the
sporadic (90% of cases) and familial forms (10% of cases) of ALS [6]. In the latter, the pattern
of inheritance is generally autosomal dominant. Among the main major susceptibility
genes, COORF72, SOD1, FUS and TARDBP account for 48%, 12%, 5% and 5% in familial
forms, respectively [5-11]. Currently, only two FDA-approved treatments are indicated for
the treatment of ALS: Rilutek and Edaravone. These molecules increase the life expectancy
of some patients by a few months [12,13]. The pathogenic mechanisms that are proposed
to contribute to the degeneration of motor neurons include excitotoxicity, oxidative stress,
protein aggregation, alteration of RNA metabolism and mitochondrial dysfunction [14-20]
(Figure 1). Two hypotheses integrating these pathogenic mechanisms leading to ALS
are currently proposed: the corticofugal dying-forward hypothesis which describes the
progressive descending neurodegeneration, initiated in the motor cortex, spreading to the
motor neuron and ultimately affecting the neuromuscular junctions (NM]) [21-23] and
the dying back hypothesis which is initiated at the NMJ with a retrograde progression of
degeneration [24]. These two hypotheses are not mutually exclusive and may coexist to
initiate ALS. The topic of this review is focused on the dying-back process of the motor
neurons initiated at the NMJ and how skeletal muscle can be involved in ALS.

Gene mutations
Glutamate-induced Environnemental factors

excitotoxicity y ' (e.g. physical activity)

Impaired .
neurotrophic growth y “ Prote|r-1
factors levels aggregation

. Mitochondrial
Altered calcium dysfunction

metabolism S
Metabolic component (e.g. oxidative stress)

(e.g. hypermetabolism)

Figure 1. Pathogenic mechanisms thought to contribute to the development of ALS. Current data
support several hypotheses that may explain the onset of ALS. Taken individually, these toxic events
can mimic some of the hallmarks of ALS. This representation shows the complexity and multifactorial
character of this disease.

1.2. Neuromuscular Junction

While ALS is clearly a complex disease, skeletal muscle is now being considered
a key player in its pathogenesis. Although recent neurophysiological data obtained in
ALS patients support an early hyperexcitability of cortical motor neurons, the dismantling
of the NM]J is one of the first anatomical pathogenic events in ALS [25]. In both ALS
patients and in SOD1 mouse models of ALS [26-30], the dismantling of the NM]J takes
place before the degeneration of motor neurons [31-34], when no clinical motor signs are
visible [35] (see Table 1). This supports the idea that motor neuron death is not the only
cause of NMJ dismantlement but that degeneration begins in the most distal portion of
the axon, namely the synapse. In addition, the safeguard of soma does not prevent the
loss of NMJs [36,37]. Indeed, the destabilization of NMJs precedes motor neuron death
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and induces the dying-back phenomenon of motor neurons [24]. To clarify the reasons of
this dismantling, several studies have been carried out. It was shown that the expression
of mutant SOD16%4 and SOD1%¥R specifically in muscle led to the loss of NM]J before
the loss of motor neuron [38-40]. These data demonstrate that expression of SOD1 mutant
limited to skeletal muscle is sufficient by itself to induce NMJ destabilization and may lead
to motor neuron death.

Table 1. Summary of the main NM] alterations found in ALS patients and in ALS mouse models.

Change Relative to

Onset of Symptoms Results Ref.

NM] alterations

e Decrease of motor unit number measured by

Before MUNE in 2 asymptomatic SOD1 mutation [30]
Patients carriers out of 19 (no statistics)
e 33.8% of NM]J denervated in ALS (n = 10) vs. R
After 9.8% in controls (1 = 5) p < 0.05 [28]
e  P47: Denervation of 40% of NMJ in medial
gastrocnemius (n = 890) (no statistics)
e P80: decrease by 60% of intact ventral root [26]
axons (n = 4/genotype, n < 0.01 vs. control)
e  P58: Denervation of 78% of type IIb and 30% of
type lla fibers in medial gastrocnemius (31]
(2 mice/genotype; 20-30 muscle fibers analyzed;
no statistics)
SOD16%34 mice Before

e D48: preferential denervation of type IIb NM]
followed by Ila and I in gastrocnemius
(n = 3/genotype; 450 NM] analyzed; [32]
no statistics)

e P30: 40% denervation of type IIb NM]J in tibialis
anterior (n = 11/ genotype; p < 0.05) (33]

e P30-36: Decrease by 15.5% of motor unit
number measured by Baysian MUNE in [34]
gastrocnemius (n = 10/ genotype; p = 0.018)

MUNE: motor unit number estimation.

In the skeletal muscle of ALS patients [41,42] and in presymptomatic Sod15%°R mice,
expression of Nogo-A (neurite outgrowth inhibitor) was significantly increased and was
correlated with the severity of disease [43,44]. Nogo-A could therefore participate in
the destabilization of the NMJ and therefore in the degeneration of axon terminals of
motor neurons. Ablation of Nogo-A in the muscle of Sod1°%R mice was shown to prevent
muscle atrophy and denervation and to prolong survival by 10%. Conversely, muscle
overexpression of Nogo-A induced muscle atrophy and denervation, and significantly
reduced the size of the NMJ [45]. Thus, these data suggest that Nogo-A plays a role in
maintaining the integrity and stabilization of neuromuscular synapses in SOD1%%34 mice.
However, none of these processes would, by itself, be the sole cause of ALS but they could
all contribute together to induce ALS.
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2. Mitochondrial Failure and Oxidative Stress in ALS
2.1. Muscle Mitochondria and Respiratory Complexes

One of the main features of ALS is mitochondrial dysfunction [19,46-50] (Figure 1).
Defects in mitochondrial structure [51-53] and function have been observed in the skeletal
muscle of sporadic ALS patients [54,55] and animal models of ALS [56,57] (Table 2).

Table 2. Summary of the main mitochondrial changes found in skeletal muscle of ALS patients and ALS mouse models.

Change Relative to

Onset of Symptoms Results Ref.

Mitochondrial alterations in skeletal muscle

Patients

e Complex I activity reduced by 40% (n = 26 ALS,
n =28 controls; p < 0.01)

e Abnormal morphology (partially swollen, [51]
para-crystalline inclusions, vacuoles)

e Mitochondrial aggregates in the sub-sarcolemma
zone in 49 out of 49ALS cases

) Ultrastructural abnormalities (giant mitochondria, [52]
para-crystalline inclusions) in 5 out of 49 ALS cases

e 46% of patients with cytochrome ¢ oxidase deficiency
e Respiratory chain complex activity decreased by at
After least 30% in patients with severe COX deficiency (8 (54]
out of 50)

e Increase of the maximal oxidative phosphorylation
capacity of muscular mitochondria (Vimax) by 1.8 fold
(n =7 ALS, n =7 controls; p < 0.05) [55]
e Progressive decrease of complex IV activity as disease
progresses (1 =7 ALS, n =7 controls; p < 0.05)

e Complex Iactivity reduced by 47.5% (n = 14 ALS,
n = 28 controls; p < 0.01) (58]

e ComplexIand IV activity reduced by 37.1% and
43.6% respectively (n = 17 ALS, n = 21 controls; [59]
p<0.01)

SOD1%34 mice Before

e P37: Localized loss of inner membrane potential near
the NMJ

e  Localized increase of calcium release by altered [57]
mitochondria after osmotic choc (1 = 6/genotype;
p <0.0001)

e P55: Complex I activity reduced by 20% in the tibialis
anterior (n = 5 independent experiments, p < 0.0001);

e P55: Decrease of oxygen consumption rate (OCR) by 4]
30% (four independent experiments, with each
sample tested in quadruplicate, p < 0.0001)

Moreover, early abnormalities in mitochondrial dynamics contribute to the degen-
eration of motor neurons in culture [61] and may contribute to the pathophysiology of
ALS [56]. In addition, mitochondrial calcium overload occurs in the nerve endings of ALS
patients [29] and disruption in calcium homeostasis was seen in different cell models ex-
pressing mutant SOD1 [62,63], and in the CNS [62,64] and the skeletal muscles of SOD16%34
mice [57]. Moreo