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Introduction



I) La sclérose latérale amyotrophique (SLA)

I.1 Généralités

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative,
aussi appelée maladie de Charcot, nom du médecin et neurobiologiste qui I'a décrite
pour la premiére fois en 1869. Outre Atlantique, elle est aussi appelée maladie de Lou-
Gehrig, du nom d'un célébre joueur de Base-Ball, décédé de cette maladie en 1941.
C'est a I'nOpital de la Pitié-Salpétriere a Paris que Jean-Martin Charcot (1825-1893)
présenta son étude sur cette pathologie. II montra alors que les patients étaient
atteints d'un rétrécissement des bords de la moelle épiniere qu'il qualifia de "sclérose

latérale", ainsi que d'une fonte de la masse musculaire " I'amyotrophie".

La SLA se caractérise par une affection progressive du systéme nerveux moteur
volontaire. Elle atteint le systeme nerveux central et périphérique de Il'adulte et plus
particulierement les neurones moteurs corticaux (NMC) ainsi que les motoneurones
bulbaires et spinaux (MN) (Figure 1). A cette neurodégénérescence est associée une
perte de masse musculaire squelettique conduisant a un déficit moteur progressif.
Selon le type d'atteinte neuronale initiale (supérieure ou inférieure) on trouvera
différents types de SLA. La SLA dite "bulbaire" affectera en premier lieu la région oro-
faciale, alors que la SLA "spinale" touchera initialement les membres de l'individu se
traduisant alors par une atrophie musculaire, des crampes et des fasciculations
(Brooks 1994; Brooks et al. 2000; Li et al. 1990; Ravits et al. 2007a; Ravits et al.
2007b). Ces premiers signes apparaissent la plupart du temps au niveau des mains,
qui se creusent progressivement avec |'atrophie, d'ou I'appellation de mains de singes,
associée aux premiers signes cliniques (crampes, affaiblissement musculaire, troubles
d'élocution. Cf chapitre 1.3.2 aspects cliniques). La perte des neurones moteurs
corticaux conduit a une spasticité, une hyperréflexie, et une inversion du réflexe de
Babinski, réflexe qui se traduit alors par une extension lente du gros orteil vers le haut,
lors d'une stimulation fine par frottement de la plante externe du pied. Cette

disparition de neurones traduit I'atteinte de la voie pyramidale, dont la fonction est la
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Figure 1 : Famille neuronale affectée dans la SLA

Les atteintes nerveuses dans la SLA se situent au niveau du cortex moteur pour
les neurones moteurs supérieurs et au niveau du tronc cérébral et de la moelle
épiniere pour les motoneurones inférieurs



transmission du message nerveux du cortex moteur aux différents étages de la moelle
épiniere, a destination des muscles squelettiques. Quelle que soit la région d'atteinte
initiale, la pathologie se généralise avec le temps, conduisant a une paralysie
progressive des muscles respiratoires, entrainant le déces du patient 2 a 5 ans apres
I'apparition des premiers signes cliniques (Mulder et al. 1986). Il faut néanmoins
préciser qu'il existe également une forme exclusivement corticale, dite sclérose latérale
primitive (SLP), ainsi qu'une forme associée a des démences fronto-temporales (DFT).
La SLP est considérée par certains comme une forme plus bénigne de SLA qui entraine
toutefois des atteintes motrices séveres et conduit a une fatigue musculaire, des
troubles de I'élocution et de la déglutition. Affectant les patients vers I'age de cinquante
ans et ayant une vitesse d'évolution lente, la SLP n'est pas considérée comme une
maladie mortelle. Le lourd tableau clinique auquel elle conduit nécessite néanmoins un

suivi médical important. La SLA associée a des DFT sera développée dans le point I.3.

Les patients SLA ne disposent pour le moment d'aucun traitement thérapeutique
capable de les soigner, mais un anti-glutamatergique, le riluzole (Rilutek®), permet

d'améliorer leur survie de quelques mois (Lacomblez et al. 1996b; Miller et al. 2007).

1.2 Epidémiologie

Chez l'adulte, la SLA est la maladie du motoneurone la plus répandue. Dans la
population caucasienne d'Europe et d'Amérique du Nord, elle touche entre 1,5 a 2,7
personnes sur 100 000 chaque année; c'est ce qu'on appelle l'incidence (Logroscino et
al. 2010). Sa prévalence, qui correspond au nombre de cas par habitants, pourrait
sembler modeste avec "seulement" 6 cas pour 100 000 (Armon et al. 1991; Cleveland
and Rothstein 2001; Worms 2001). Elle s'explique par la faible espérance de vie des
patients atteints. Avec un ratio de 1,6 hommes pour 1 femme, les hommes semblent
plus touchés que les femmes. Néanmoins cette tendance tend a s'atténuer au vu des
dernieres études (Logroscino et al. 2010; Mitchell and Borasio 2007; Worms 2001;
Zoccolella et al. 2008). Les premiers symptomes apparaissent en général entre 55 et

65 ans mais les atteintes s'étendent entre 20 a 80 ans (Hirtz et al. 2007).

La survenue de la SLA ne semble pas étre imputable a l'appartenance a un

groupe ethnique particulier. Il existe pourtant quelques descriptions de foyers a haute



incidence (32,2 a 1300 pour 100 000 habitants) dans certaines régions du monde,
notamment sur I'lle de Guam, sur la péninsule de Kii au Japon et a l'ouest de la
Nouvelle Guinée (Figlewicz et al. 1994a). Ces formes de SLA sont atypiques car
associées fréguemment a un syndrome parkinsonien et une démence (Gajdusek and
Salazar 1982; Garruto et al. 1985; Kurland and Mulder 1954). Des facteurs
environnementaux sont privilégiés dans ces cas de SLA, car les patients ne présentent
pas de facteurs génétiques et l'incidence a tendance a baisser ces derniéres années
(Garruto et al. 1985).

Ainsi, dans la survenue de SLA sur I'lle de Guam, I'hypothése de I'implication de
L-B-Methylaminoalanine (L-BMAA), produit en quanité importante par des
cyanobactéries, a été envisagée. L'effet délétere du L-BMAA est associé a ses
propriétés d'agoniste glutamatergique, pouvant mener a une excitotoxicité (Cox et al.
2005; Spencer et al. 1986). Un faible taux de calcium et magnesium dans les sols de
ces régions entrainant une neurotoxicité a I'aluminium (dont des forts dépots
neuronaux ont été observés) est également envisagé comme cause environnementale
(Yasui and Ota 1998).

Il a également été envisagé une hypothese liée aux traditions et coutumes de
ces populations, notamment a leurs habitudes alimentaires. Leur consommation
réguliere de chauves-souris (Roussette) qui se nourrissent des noix du Cycas (Cycas
circinalis) renfermant un composé neurotoxique (L-BMAA) pourrait induire des cas de
SLA (Cox and Sacks 2002; Kurland 1988; Murch et al. 2004; Spencer 1987).
L'avénement de nouvelles techniques de chasse a conduit a une surconsommation de
ces animaux, et a une forte augmentation des cas de SLA dans l'lle. La quasi
extermination des chauves-souris présentes dans ces régions a ensuite réduit

I'incidence de la pathologie.

Plus généralement, I'environnement socio-professionnel pourrait également
influencer I'apparition de la pathologie, méme si dans I'ensemble toutes les catégories
socio-professionnelles peuvent étre atteintes. En effet la SLA semble affecter
davantage les personnes ayant une forte activité physique comme les sportifs ou les
agriculteurs (Chio et al. 2005; Giagheddu et al. 1983; Granieri et al. 1988; Rosati et al.
1977). Par ailleurs des facteurs aggravants exogenes, comme le tabagisme chronique
(Armon 2009; Nelson et al. 2000; Sutedja et al. 2007b) ou l'exposition au milieu

industriel de la soudure (Strickland et al. 1996) peuvent également jouer un rble dans
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Figure 2 : Facteurs de risques associés au développement d'une SLA

Les facteurs de risques associés au développement d'une SLA sont nombreux. On
retrouve l'influence de facteurs environnementaux, socio-professionnels, liés aux
habitudes, physiques ou alimentaires ainsi qu'aux addictions diverses tel le
tabagisme chronique.



la SLA. On peut aussi mentionner quelques études décrivant I'électrocution comme
facteur de risque aggravant pour la SLA (Noonan et al. 2002; Savitz et al. 1998).
Récemment, l'exposition aux pesticides a également fait lI'objet d'études visant a
montrer l'influence de ces derniers sur le développement de la SLA (Bonvicini et al.
2010; Malek et al. 2012; Vinceti et al. 2012) (Figure 2).

Bien que peu étudiés, les facteurs psychosociaux semblent également influencer
la sévérité de la maladie. En effet, un état psychologique défaillant lié au stress, a la
dépression, a la colere, a la perte d’espoir etc.. a été associé a une survie plus courte
des patients. Ainsi une progression rapide de la maladie et une baisse de la survie des

patients ont été liées a une humeur sombre de ces derniers (Johnston 1999)

Parmi les cas de personnes célébres ayant été atteintes de SLA, on peut citer
outre le joueur de Base-ball Lou-Gehrig, le physicien Stephen Hawking, le médecin Roy
Walford, le dirigeant chinois Mao Zedong, le guitariste Jason Becker et le chanteur

Frank Alamo.

1.3 Diversité de la SLA

On trouve deux formes de SLA. La plus répandue est la forme dite "sporadique"
(SLAs) qui touche des individus sans histoire familiale associée. L'autre est dite
"familiale" (SLAf) liée a des origines génétiques. Dans la forme sporadique qui
représente 90% des cas |'étiologie n'est pas connue a ce jour. Si les deux formes sont
identiques au niveau clinique, elles different d'un point de vue épidémiologique. Les
premiers symptomes apparaissent en moyenne a |I'age de 48 ans dans les cas de SLAf
et a I'dage de 58 ans dans les cas de SLAs. La sévérité de la maladie est également plus
forte dans les cas familiaux (Hand and Rouleau 2002). Toutefois, alors que les SLAs
touchent davantage les hommes que les femmes (1,5 a 2 hommes pour 1 femme), les
SLAf affectent les deux sexes dans les mémes proportions. Cette derniere constatation
tend a renforcer I'hypothese de I'origine environnementale des formes sporadiques et
notamment lorsque la maladie est associée aux efforts physiques intenses. Bien qu'il
existe des différences entre les deux formes de SLA, |'évolution de ces dernieres
aboutit a une atteinte généralisée des muscles du patient, entrainant sa mort en

guelgues années.
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I.3.1Génétique de la SLA

I[.3.1.a Formes familiales

Par une approche génétique, I'étude des formes familiales a permis une grande
avancée des connaissances des meécanismes de la SLA. Néanmoins I'étude de ces
formes familiales, qui ne représentent que 10% des cas de SLA, n'est pas toujours
aisée. Les cas familiaux ne semblent pas tous se transmettre classiquement de
manieére dominante ou récessive. Dans bon nombre de familles possédant des
antécédents SLA seuls deux ou trois individus atteints sont liés au premier degré. On
ne trouve un grand nombre d'individus atteints que dans 30% des cas familiaux (n>4)
(Valdmanis and Rouleau 2008). Le suivi génétique de ces familles a néanmoins permis
d'identifier un certain nombre de génes impliqués dans la pathologie. Voici un bref
descriptif des fonctions des genes identifiés a ce jour dans les 18 classes de SLA
(ALS1-18) et de SLA-DFT. Un tableau récapitultif est présenté en fin de section
(Tableau 1).

e ALS1

C'est en 1991 que fut découvert le gene ALS1, le premier associé a la SLA. Il est
localisé sur le chromosome 21 (Siddique et al. 1991) et a été cloné en 1993. Ce géne
correspond au gene SOD1 codant pour la superoxyde dismutase cytosolique a cuivre et
a zinc (SOD1) (Rosen 1993). Cette enzyme ubiquitaire, de 153 acides aminés, permet
la détoxification des radicaux libres présents dans le cytosol, en jouant un réle
d'antioxydant en transformant les radicaux superoxydes en peroxyde d'hydrogéne. Ces
produits seront ensuite dégradés par d'autres enzymes telles que la catalase et la
glutathion peroxydase, protégeant ainsi la cellule des méfaits du stress oxydant (Figure
3).
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Figure 3 : Activité de la superoxyde dismutase a cuivre et zinc (SOD1) et
ROS (reactive oxygen species)

La mitochondrie joue un réle majeur dans la réduction tétravalente de I'oxygéne.
Cette réaction s'effectue dans la membrane interne de la mitochondrie. La
réduction partielle de I'oxygene lors de la respiration mitochondriale produit des
anions superoxydes radicalaires. Ces radicaux vont étre dégradés en peroxydes
d'hydrogene (H,0;) par la SOD1. Le peroxyde d'hydrogéne sera ensuite dégradé
par la catalase et la glutathion peroxydase. Le peroxyde d'hydrogene peut
également réagir selon la réaction de Fenton et entrainer la production de
radicaux hydroxyles. Les anions superoxydes radicalaires peuvent également
réagir avec l'oxyde nitrique et former des peroxynitrites hautement réactifs. Les
radicaux hydroxyle et les peroxynitrites sont responsables des atteintes
cellulaires menant a des dommages par oxydation de I'ADN, la nitration des
protéines et la peroxydation des lipides.



Il a été décrit plus de 150 mutations du gene SOD1 responsables de la SLA
(Tortelli et al. 2013) (ALSOD consortium: http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). L'impact de ces
mutations sur I'évolution de la pathologie porte essentiellement sur I'éage d'apparition

de la maladie et sur sa durée (Andersen 2006; Cudkowicz et al. 1997).

Ces mutations conduisent principalement a un gain de fonction de la protéine et
sont transmises pour la plupart par mode autosomique dominant, bien que des formes
récessives aient également été observées (Khoris et al. 2000; Siddique et al. 1991;
Vucic and Kiernan 2009). Dans les modeles murins, une surexpression artificielle de la
forme mutée conduit a un déficit moteur comparable a celui retrouvé dans les cas de
SLA (Gurney et al. 1994; Ripps et al. 1995), alors que l'invalidation de ce gene n'induit
aucun déficit moteur chez les souris invalidées pour ce géne (Reaume et al. 1996). Ces
diverses mutations du gene sod1 représentent a elles seules 20% des cas de SLAf soit
2% de la totalité des SLA (Cudkowicz et al. 1997).

o ALS2

Une forme atypique de SLA a été découverte en 1994 avec |'étude de la
mutation ALS2. Cette mutation affecte un gene codant pour la protéine alsine (184
kDa) dont la fonction exacte n'a pas encore été décrite (Hadano et al. 2001; Hentati et
al. 1994). Cette mutation de transmission autosomique récessive entraine une forme
juvénile de SLA se déclarant entre 3 et 23 ans et évoluant lentement, en moyenne 10 a
15 ans. Bien qu'ubiquitaire, on retrouve l'alsine en abondance sur la face cytosolique
des endosomes des neurones. Des domaines GEF (guanine nucléotide exchange factor)
nécessaires a l'activation des protéines a activité GTPase ont ainsi été retrouvés sur
cette protéine, ce qui Iui confere un role dans la signalisation moléculaire,
I'organisation du cytosquelette, mais aussi le transport membranaire, la croissance
neuritique et la survie des motoneurones (Hadano et al. 2001; Jacquier et al. 2006;
Otomo et al. 2003; Topp et al. 2004). Chez les souris, suite a l'invalidation du gene
codant pour la protéine, il a été observé une altération du transport vésiculaire, une
sensibilisation au stress oxydant, mais aucune perte de motoneurones n’‘a été
constatée (Cai et al. 2005; Cai et al. 2008; Hadano et al. 2006; Lai et al. 2006). Chez
I'hnomme, les mutations du géne de l'alsine touchent majoritairement les populations
asiatiques, notamment au Japon, ainsi que les populations nord africaines (Figlewicz
and Orrell 2003; Shirakawa et al. 2009).
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e ALS3, ALS5, ALS7

Ces trois genes responsables d'une SLA n'ont été pour le moment que peu
étudiés, seuls les loci sont connus (Abalkhail et al. 2003; Hand et al. 2002; Hentati et
al. 1998).

e ALS4

Cette forme juvénile de SLA est due a un gene codant pour une protéine, la
senataxine (Arning et al. 2013; Avemaria et al. 2011). Ce type de SLA est
généralement d'évolution lente et affecte préférentiellement les motoneurones
périphériques. La senataxine possede une fonction encore peu connue. Toutefois il a
été constaté qu'elle présente un domaine hélicase ADN/ARN semblable a celui des
genes humains rentl et ighmbp2 servant a des transformations de I'ARN. On trouve
cette protéine dans le cerveau, la moelle épiniere et le muscle squelettique. La
défaillance de son activité hélicase suite a une mutation du gene, pourrait ainsi étre a
I'origine de la dégénérescence observée dans ces cas de SLA (Chen et al. 2006; Chen
et al. 2004; Hirano et al. 2011).

e ALS 6

Alors que les mutations du gene FUS ne sont que tres rarement retrouvées dans
les cas sporadiques, elles sont présentes dans 4% des cas familiaux (Mackenzie et al.;
van Blitterswijk and Landers). FUS est une nucléoprotéine de 526 acides aminés,
impliquée dans les transformations de I'ARN (Calvio et al. 1995; van Blitterswijk and
Landers). La majorité des mutations trouvées affecte la région NLS (signal de
localisation nucléaire) et conduit alors a la rétention de la protéine dans le cytoplasme
(Kwiatkowski et al. 2009; Vance et al. 2009). Les mutations de perte de fonction
conduisent généralement a la diminution ou I'absence de production de la protéine
active. Les mutations de gain de fonction, avec l'acquisition d’'une nouvelle fonction
protéique, sont associées a un effet toxique délétére pour la cellule. Dans les deux cas
cela se traduit par une défaillance au niveau de la signalisation intracellulaire, qu'’il

s’agisse de la séquestration d’ARNm ou d’agrégation protéique.
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Dans le cas de I'ALS6, différentes hypotheses ont été envisagées pour expliquer les
effets toxiques de ces mutations du gene FUS. L'une d'entres elles suggére une
altération d'expression de nombreux genes (Lagier-Tourenne et al. 2012; van
Blitterswijk et al. 2013).

e ALSS8

La mutation de ce gene codant pour la protéine VAPB (vesicle associated
membrane protein/synaptobrevin associated membrane protein B) conduit a une SLA
typique, affectant massivement les motoneurones mais également les neurones
moteurs corticaux. La mutation P56S a été détectée au sein d'une famille brésilienne
(Nishimura et al. 2004). Récemment, une nouvelle mutation a été découverte, et porte
sur le changement d'une thréonine en isoleucine (codon 46) (Chen et al. 2010). VAPB
est une protéine ubiquitaire intervenant dans le transport vésiculaire et notamment
dans I'élimination de protéines a la conformation anormale (voie de I'UPR: unfolded
protein response). Elle intervient également dans le contréle du métabolisme lipidique
et dans le transfert des lipides entre le réticulum endoplasmique et les organelles,
notamment par interaction avec l'oxysterol-binding proteins (OSPPs) et la ceramide
transfer protein (CERT) (Amarilio et al. 2005; Kawano et al. 2006; Ngo and Ridgway
2009). La forme mutée VAPB-P56S aurait une forte affinité pour la protéine sauvage
VAPB ce qui conduirait a la pathologie par un mécanisme de perte de fonction,
notamment par une incapacité de la protéine sauvage VAPB a induire la voie de I'UPR
(Suzuki et al. 2009). On trouve également des agrégats protéiques induisant la mort
des motoneurones. De plus, il a été montré récemment une baisse d'expression et de
protéine VAPB dans la moelle épiniere des patients SLA (Anagnostou et al. 2010). Cela

renforce le role joué par la perte de fonction de la VAPB dans la SLA.
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e ALSO

En 2006 une SLA a été associée a la découverte d'une mutation du géene codant
pour l'angiogénine, un puissant facteur angiogénique (Greenway et al. 2006) et un
facteur trophique pour les motoneurones (Kieran et al. 2008). Outre I'action vasculaire
de l'angiogénine, cette derniére posséde aussi une séquence de localisation nucléaire
(NLS), ce qui lui confere une capacité a entrer dans le noyau cellulaire et a

conditionner la transcription des ARN ribosomiques (Xu et al. 2002).

Plus de 7 mutations de I'angiogénine ont été identifiées dans différentes cohortes
de patients, tant sporadiques que familiaux (Gellera et al. 2008; Padhi et al. 2013).
Ces mutations peuvent conduire a la pathologie par différentes voies. La premiére,
indirecte, serait due a une diminution de transcription du VEGF (vascular endothelial
growth factor), dépendante de la présence d'angiogénine. Diminution du taux de VEGF
qui conduit a la dégénérescence des motoneurones chez la souris (Oosthuyse et al.
2001). La seconde voie, plus directe, diminue la croissance neuritique et I'expansion du

cone de croissance (Subramanian and Feng 2007).

e ALS 10

Des mutations du gene codant pour la protéine TDP43 (TARDP: TAR DNA-binding
protein-43) ont été découvertes en 2008 au sein de patients SLAs (Kabashi et al.
2008; Sreedharan et al. 2008) et SLAf (Van Deerlin et al. 2008; Yokoseki et al. 2008).
C'est I'accumulation d'un fragment issu d'un clivage anormal de la protéine, suite a la
mutation, qui conduit a une neurotoxicité (Rutherford et al. 2008). Cette neurotoxicité
est associée a des défauts de transcription, d'épissage et de transport des ARNm. On
trouve fréquement une dégénérescence du lobe fronto-temporal, entrainant des
syndromes de démence (Benajiba et al. 2009; Liscic et al. 2008). En effet, certains
travaux rapportent |'observation d'une inclusion cytoplasmique de TDP-43 pour 95%

des patients SLA et 50% des patients atteints d'une démence fronto-temporale.
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e ALS 11

Des mutations du géne FIG4, un gene codant pour la Polyphosphoinsitide
phosphatase ont été trouvées dans certaines formes familiales de SLA mais aussi de
sclérose latérale primitive (SLP) et de maladie de Charcot-Marie-Tooth. Le rdle de cette
enzyme est de réguler la concentration cellulaire de PI(3,5)P2, un lipide de
signalisation intracellulaire. PI(3,5)P2 module le transport rétrograde des vésicules
endoplasmiques vers |'appareil de Golgi. Les mutations de FIG4 sont trouvées dans 1 a
2 % des cas de SLA. D'autres travaux seront encore nécessaires pour préciser et
définir la contribution de FIG4 dans la SLA (Chow et al. 2009).

e ALS12

L'optineurine est connue pour son implication dans les glaucomes. C'est une
protéine impliquée dans la morphogenése cellulaire mais également dans le transport
membranaire, vésiculaire ou encore dans I'activation de la transcription a travers son
interaction avec RAB8. En 2010 il a été montré I'existence de mutations dans le gene
OPTN codant pour cette protéine, au sein d'une famille japonaise atteinte de SLA
(Maruyama et al. 2010). Ces mutations sont de type délétion homozygote, non-sens
homozygote ou faux-sens hétérozygote, dans tous les cas induites par des unions
consanguines. En 2012 d'autres mutations ont été détectées chez des patients SLA

d'origines sporadiques et familiales (van Blitterswijk et al. 2012).

e ALS13

ATXN2 est un gene codant pour l'ataxine-2 une protéine polyglutamine qui
interagit avec TDP-43. Des mutations de ce gene sont responsables de lI'ataxie
cérébelleuse de type 2. La plupart de ces mutations sont imputables a des répétitions
de codon CAG. Dans I'ALS il est trouvé une expansion de I'ordre de 27 a 33 glutamines
dans l'ataxine-2 (Elden et al. 2010).
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e ALS14

De maniere tres rare il a été décrit une mutation dans le géne codant pour la
valosin-containing protein (VCP) une protéine impliquée dans le transport vésiculaire
de I'ATP. Des mutations de ce géne ont été également trouvées chez les patients
atteints de la maladie de Paget et dans des démences fronto-temporales (Johnson et
al. 2010).

e ALS15

L'ubiquiline 2 est associée au protéasome et a I'ubiquitine ligase, et joue ainsi un
role important dans la dégradation protéique. Elle est codée par le gene UBQLN2 qui
s'est avéré muté chez certains patients SLA. Ces mutations alterent la fonction de la
protéine et entrainent une agrégation de protéines ubiquitinées non dégradées dans les
neurones moteurs et les motoneurones (Deng et al. 2011). Ces formes de SLA sont
tres rarement décrites et semblent affecter peu de patients. Toutefois trés récemment,
un lien semble avoir été établi entre 'UBQLN et C90RF72 dans les cas de SLA et SLA a
DFT (Brettschneider et al. 2012).

e ALS16

Une forme juvénile tres rare de SLA a été décrite suite a la découverte, au sein
d'une famille consanguine, d'une mutation dans le géne codant pour SIGMAR1 un
récepteur transmembranaire. Ce récepteur a des effets neuroprotecteurs, qui sont ainsi
déficitaires suite a cette mutation. Récemment il a été montré que les souris modeles

invalidées pour ce gene présentent des altérations motrices (Al-Saif et al. 2011).

o ALS17

Une poignée de patients SLA présente des mutations du géne CHMP2B codant
pour la CHMP2B (charged multivesicular body protein 2B). En effet les patients portant

la mutation Q206H présentent des agrégations protéiques dans les neurones moteurs
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Tableau 1

Geénes associés aux formes familiales de SLA

Localisation

Age de déclaration

Type

Classification ~ Gene chromosomique de la pathologie clinique Reférence

ALS 1 SOD 1 21g22.11 Adulte classique Rosen et al 1993
ALS 2 Alsine 2933.2 Adolescence lente / spasticité Hadano et al 2001
ALS 3 / / Adulte / Hand et al 2002
ALS 4 SETX 9g32.13 Adolescence lente Chen et al 2004
ALS 5 SPAST 2p24 Adolescence lente Meyer et al 2005
ALS 6 FUS 16p11.2 Adulte classique Kwiatkowski et al 2009
ALS 7 20p13 Adulte classique Sapp et al 2003
ALS 8 VAPB 20q13.33 Adulte l::::qsul\:'A Nishimura et al 2004
ALS 9 ANG 14q11.1 Adulte / Greenway et al 2006
ALS 10 TARDBP 1p36.22 Adulte SLA+DFT Van Deerlin et al 2008
ALS 11 FIG 4 6q21 Adulte / Chow et al 2009
ALS 12 OPTN 10p13 / / Maruyama et al 2010
ALS13 | ATXN2 | 12923-q24.1 / ClaE::ze' Eden et al 2010
ALS 14 VCP 9p13 Adulte classique Johnson et al 2010
ALS 15 UBQLN2 Xpl1l.21 Adulte SLA+DFT Deng et al 2011
ALS 16 SIGMAR1 9p13 Adolescence classique Al-Saif et al 2011
ALS 17 CHMP2B 3pl12.1 Adulte SLA+DFT Parkinson et al 2006
ALS 18 PFN1 17p13.3 / / Wu et al 2012

ALS-DFT / 9g21-22 Adulte SLA+DFT Hosler et al 2000

Dynactin DCTN1 2p13 Adulte lente Puls et al 2003

ALS-DFT / 9g13.2-21.3 Adulte SLA+DFT Vance et al 2006

DFT= démence frontotemporale




et une altération des motoneurones inférieurs (Parkinson et al. 2006). Des mutations
similaires de ce géne sont, a l'origine, trouvées dans les cas de DFT et n‘ont été
identifiées dans la SLA que plus récemment (Parkinson et al. 2006; Skibinski et al.
2005).

e ALS18

La Profiline dont la fonction est la conversion des actines-(G) monomériques en
actine-(F) filamenteuses, est codée par le géne PFN1. Ce géne a été décrit trés
récemment comme altéré dans certains cas familiaux de SLA. Ces mutations entrainent
une diminution de la liaison de la protéine a l'actine et inhibent le développement
axonal, suggérant ainsi l'implication du cytosquelette dans la mise en place de la
pathologie (Wu et al. 2012).

e SLA associée a des démences fronto-temporales (DFT)

On trouve des cas de démences fronto-temporales (DFT) dans 15 % des SLA
(Byrne et al. 2013). Si l'on tient compte des interactions sociales on peut considérer
que 50 % des patients SLA présentent des troubles |égers du comportement (Lomen-
Hoerth et al. 2003). Le phénotype des patients atteints des mutations des loci 9p13.2-
21.3 (Vance et al. 2006) et 99g21-22 (Hosler et al. 2000) est trés atypique car les
évolutions pathologiques sont tres différentes selon les individus. En effet certains
patients ne sont affectés que par une SLA typique, alors que d'autres présentent des
syndromes de démence et d'autres enfin souffrent d'une SLA associée a une DFT

(trouble du comportement, aphasie progressive et/ou démence sémantique).

D'autres cas de DFT ont été constatés chez des patients atteints d'une mutation
d'un géne codant pour une protéine de transport et de dégradation, il s'agit du gene
CHMP2B (charged multivesicularbody protein 2B). Cette protéine est associée au
complexe multiprotéique ESCRTIII (endosomal secretory complex required for
transport) (Parkinson et al. 2006). Dans l'ensemble, de nombreuses observations
montrent qu'il existe des facteurs communs d'évolutions entre la SLA et les DFT
(Ringholz and Greene 2006) (cf, TDP-43, COORF72,).
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e Dynactine

D'autres protéines impliquées dans les transports vésiculaires ont été identifiées.
La dynactine grace a son association avec dynéine assure le transport rétrograde
axonal. Des altérations des domaines de liaisons aux microtubules, suite a la mutation
de la sous-unité p150 de la dynactine, entrainent une diminution de la liaison entre le
systeme dynéine-dynactine et les microtubules, conduisant alors a un déficit de ce
transport (Laird et al. 2008). Ce déficit se traduit par une maladie du motoneurone a
évolution lente dont les premiéres conséquences sont l'altération de l'innervation des
cordes vocales (Puls et al. 2003). Cependant, des études plus récentes suggerent que
ces mutations de la sous-unité p150 constituent seulement un facteur de risque et non
un facteur déterminant de SLA (Dixit et al. 2008). Des SLA a DFT ont également été
associées a d'autres mutations de la sous-unité p150 de la dynactine (Munch et al.
2005).

I.3.1.b Formes sporadiques

Méme si pres de 90% des cas de SLA sont associés a des formes sporadiques,
un certain nombre de mutations de genes identifiées comme facteurs de risques ont

été découvertes au cours de ces derniéres années.

e Geénes du métabolisme

Le géne cyp2d6 associé au métabolisme des toxines exogénes a été associé a la
SLA (Siddons et al. 1996). De méme une mutation d'un gene impligué dans le
meétabolisme du fer a été associée a ces risques de SLAs. Il s'agit du gene hfe (Sutedja
et al. 2007a).

19



e Gene du vegf

Des modifications des facteurs trophiques impliqués dans la survie des
motoneurones (Ogunshola et al. 2002) ont également été associées comme des
facteurs de risques de développer une SLAs (Lambrechts et al. 2003). C'est le cas du
VEGF (vascular endothelium growth factor), dont la fonction initiale est de réguler la
croissance vasculaire. Diverses mutations ont été décrites, notamment dans la région
du promoteur du VEGF, ce qui conduit a une maladie neurodégénérative proche de la
SLA (Oosthuyse et al. 2001). Il a également été montré I'existence d'interactions entre
la forme mutée de la SOD1 et I'extrémité 3'-terminale de I'ARNm du VEGF, conduisant
alors a une instabilité de cet ARNm et donc une diminution de VEGF (Li et al. 2009). En
2007, Wang et ses collaborateurs ont constaté que la surexpression neuronale de VEGF
apportait une protection contre la dégénérescence des motoneurones chez les souris
modéles de la pathologie (souris SOD1m, cf partie modéles animaux), entrainant un
retard d'apparition du déficit moteur et une augmentation de la survie des animaux
(Wang et al. 2007b).

e Genes de protection de I'ADN

Des geénes impliqués dans la protection contre le stress oxydant, tels APEX1
(apurinic/apyrimic endonucléase) et hOGG1 (8-oxoG DNA glycosylase) ont été
identifiés en 1999 (Hayward et al. 1999) comme génes d'intéréts dans la SLA mais
leurs implications ne furent pas confirmées dans une seconde étude en 2004
(Greenway et al. 2004). Toutefois, la mutation S326C du gene hOGG1 a été liée, chez
les individus de sexe masculin, a une augmentation du risque de développer une SLAs
(Coppede et al. 2007; Kikuchi et al. 2002).

e Génes mitochondriaux

Dans certaines maladies du motoneurone, telle la SMA (spinal muscular
atrophy), des mutations du gene codant pour la cyclooxygénase 1 (COX1) ont été
retrouvées (Comi et al. 1998; Tarnopolsky et al. 2004). Les mutations de ce gene
mitochondrial conduisent a des altérations motrices proches de celles décrites dans la
SLA (Borthwick et al. 2006).
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e Géne SMN

Dans la SMA qui affecte préférentiellement les motoneurones inférieurs, on
trouve une altération du gene smn (survival of motor neuron). L'homme possede deux
genes codant pour SMN, SMN1 et SMN2. 1l a été montré que la perte de SMN1 entraine
le développement de la pathologie, et que la gravité de cette derniere est conditionnée
par le nombre de copies du gene SMN2. Bien que l'implication de SMN dans la SLA ait
été fortement contestée (Corcia et al. 2002a; Corcia et al. 2002b; Echaniz-Laguna et
al. 2002; Gamez et al. 2002; Parboosingh et al. 1999; Veldink et al. 2005; Veldink et
al. 2001), il semblerait que SMN ait un role protecteur contre les effets déléteres de la
SOD1 mutée et que l'altération de ces genes aggrave le phénotype des modeles SLA
(Turner et al. 2009; Zou et al. 2007).

e Genes du cytosquelette

Des études menées en Scandinavie et en Grande Bretagne ont montré que pres
de 1% des patients SLAs présentaient des variations alléliques des genes qui codent
pour les neurofilaments et plus particulierement pour les sous-unités des chaines
lourdes (nf-h) et notamment d'un domaine répétitif KSP (Lysine-serine-proline) (Al-
Chalabi et al. 1999; Figlewicz et al. 1994b). Ces mutations conduiraient a des
perturbations du transport axonal ce qui faciliterait le développement de la pathologie.
La dynamique des microtubules pourrait, elle aussi, étre affectée suite a une mutation

du géne qui code pour la spastine (SPG4) (Meyer et al. 2005).

e Geéne de CO90ORF72

Récemment il a été montré l'existence d'une interaction entre des genes de
susceptibilité a la SLA et ceux décrits dans les DFT (démences fronto-temporales). Une
de ces correspondances implique le gene codant pour la C9ORF72 (non donné par sa
localisation sur le génome: phase ouverte de lecture 72 sur le chromosome 9) dont la
fonction n'est pas encore bien établie a ce jour. La C90RF72 est trouvée dans
différentes régions du cerveau, ainsi que dans le cytoplasme des neurones et la
terminaison présynaptique. La mutation trouvée dans le gene C9ORF72 correspond a la

répetition d'une séquence nucléotidique répétée (GGGGCC), de I'ordre d'une centaine
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de fois (Bigio 2011), alors que chez un individu sain, elle ne dépasse jamais les trente
répétitions (Khan et al. 2012). La maniere dont cette mutation entraine la pathologie
n'est pas encore identifiée. Cependant il pourrait s'agir d'une perte de fonction de la

protéine associée a une accumulation d'ARN induisant un effet toxique sur la cellule.

I.3.2 Aspects cliniques

Quel que soit le type de SLA, qu'il s'agisse d'une SLAs ou SLAf les signes
cliniques sont comparables. On trouve dans ces deux formes des atteintes musculaires
se traduisant par une grande faiblesse de ces derniers, des fasciculations caractérisées
par une contraction musculaire involontaire, mais également des crampes et une
atrophie. Ces atteintes musculaires sont également associées a des augmentations des
reflexes tendineux ainsi qu'a une augmentation générale du tonus musculaire. Ces
aspects sont imputables aux altérations centrales telles que la dégénérescence des
motoneurones bulbaires et spinaux, mais également celle des neurones moteurs

corticaux de la voie pyramidale.

En fonction de la région d'atteinte initiale, les neurologues peuvent distinguer

deux types (formes) de SLA.

e Forme Bulbaire

La forme bulbaire, trouvée dans 19 a 30 % des cas (voire 50% chez les femmes
(Li et al. 1990; Traynor et al. 2000)), affecte majoritairement les motoneurones du
tronc cérébral (Argyriou et al. 2005). Cette forme évolue globalement plus rapidement
mais n'apparait que plus tardivement (médiane de survie de 22 mois contre 38 pour
les formes spinales) (del Aguila et al. 2003; Magnus et al. 2002). Elle entraine des
troubles de la phonation, de I'élocution (dysarthrie) et de la déglutition. Globalement,
la voix devient éteinte, nasonnée, mal articulée et finalement, incompréhensible. La
langue parcourue de fasciculation, est atrophique. L'atteinte corticale est plus tardive

au cours de la pathologie.
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e Forme Spinale

Comme son nom l'indique, la forme spinale affecte dans un premier temps les
motoneurones localisés dans la corne ventrale de la moelle épiniere. Cette forme se
caractérise tout d'abord par une altération asymétrique des membres supérieurs ou
inférieurs (Norris et al. 1993). Bien souvent ces altérations présentent une origine

distale et ont tendance a se généraliser avec I'évolution de la pathologie.

Comme nous l'avons vu, c'est principalement la composante motrice volontaire
du systeme nerveux central qui semble affectée par la pathologie. En effet les
capacités intellectuelles (hors DFT), les fonctions oculaires, les neurones moteurs du

systeme autonome et les sens semblent préservés.

Quelle que soit la forme clinique initiale, la SLA évolue inéluctablement vers une
forme généralisée, affectant alors les quatre membres, le pharynx, le larynx, la langue
et les muscles respiratoires. De plus, il est a noter que les patients atteints d'une forme
initialement spinale touchant les membres supérieurs, présenteront une évolution vers
la forme bulbaire plus rapide que les patients atteints d'une forme spinale touchant en
premier lieu les membres inferieurs (Murray B. 2006). La mort du patient, par arrét
réspiratoire, 3 a 5 ans aprés l'apparition des premiers symptomes moteurs, est
vraisemblablement due a l'atteinte des muscles réspiratoires. Toutefois, il existe des
formes a évolution lente. En effet, si 25% des SLA évoluent en moins de 5 ans, il existe
néanmoins 9,4% des SLA ayant une survie a plus de 10 ans (Haverkamp et al. 1995;

Norris et al. 1993) et méme un exemple relaté a plus de 44 ans (Grohme et al. 2001).

I.3.3 Critéres d'évaluation et diagnostic différentiel

La SLA étant une pathologie a évolution rapide, il est nécessaire d'établir un
diagnostic des l'apparition des premiers symptomes. Hélas, seule I'évolution de la
pathologie, caractérisée par des atteintes tres étendues du systéme nerveux moteur,
permet un diagnostic précis. En 1994 des experts ont listé des critéres d'évaluation de
I'avancée de la pathologie, sur la base d'observations des atteintes motrices, afin

d'uniformiser les diagnostics et de mieux caractériser les patients.

23



Ces criteres portent le nom de "El Escorial" du nom d'une petite ville située a
une cinquantaine de kilomeétres au nord ouest de Madrid, car ils ont été établis en
Espagne lors du congrés de la Fédération Mondiale de Neurologie (Brooks 1994). Les
criteres de "El Escorial" tiennent compte des signes d'atteintes des neurones moteurs
corticaux et des signes électrophysiologiques, mais également des altérations des
motoneurones spinaux et de I'évolution progressive de ces atteintes dans les régions
bulbaires et spinales. Les criteres de "El Escorial" ont été révisés et affinés lors d'une
conférence en Virginie quelques années plus tard, et portent aujourd'hui le nom de
"criteres révisés d'El Escorial" (Brooks et al. 2000). La révision de ces critéres a ainsi
permis de hiérarchiser la certitude d'atteinte des patients selon les critéres suivants :
SLA définie, probable, probable sur criteres paracliniques, possible, suspectée (Tableau
2).

En effet, il est délicat d'affirmer avec certitude qu'il s'agit d'une SLA lors de
I'apparition des premiers symptomes, car il existe bien d'autres pathologies affectant,
elles aussi, les capacités motrices des individus. C'est le cas notamment des myosites a
inclusions, de l'amyotrophie bulbaire et spinale ou encore de |'amyotrophie spinale
progressive (Dezsi et al. 2013; Dubowitz 2009; Grunseich et al. 2013). Afin de cerner
les différents aspects de cette pathologie complexe et évolutive et de mieux établir le
diagnostic, les cliniciens utilisent trois types d'outils d'identification. En effet, il faut
faire appel a des analyses plus fines, afin de distinguer les patients touchés par une
atteinte corticale, trouvée spécifiquement dans la SLA. De ce fait, les cliniciens
évaluent |'état du réflexe de Babinski (inversion de ce réflexe plantaire lors d'atteintes
de la voie pyramidale), mais aussi I'état des réflexes ostéo-tendineux (ROT) ou encore
I'état de spasticité musculaire. Spasticité musculaire qui correspond a un étirement
rapide d'un muscle qui entraine trop facilement sa contraction réflexe et qui dure un
certain temps. Le traitement symptomatique de la spasticité est essentiellement basé
sur l'utilisation de myorelaxants comme le bacloféne (dérivé aromatique de l'acide
gamma-aminobutyrique GABA) ou le dantroléne (qui diminue la concentration

intracellulaire de calcium) (McClelland et al. 2008).

Voici a présent quelques explications sur les échelles fonctionnelles, les techniques
d'évaluations et les biomarqueurs.

24



Tableau 2 Criteres d'El Escorial révisés

Classification diagnostique | Définition clinique

SLA définie Atteinte définie du NMC et MNP dans 3 régions
spinales ou 2 régions spinale et bulbaire

SLA probable Atteinte du NMC et MNP dans au moins 2
régions avec NMC rostral/NMP. EMG positif
dans 2 membres en I'absence d'anomalies
biologiques

SLA probable au vue des examens cliniques Atteinte du NMC dans au moins 1 territoire, et
confirmation EMG d'une atteinte du MNP dans
au moins 2 territoires

SLA possible Atteinte du NMC et MNP dans 1 territoire
ou atteinte de NMC dans 2 territoires
ou atteinte MNP au dessus du territoire
d'atteinte du NMC

SLA suspectée Atteinte isolée du MNP ou du NMC dans au
moins un territoire

Signes présents

e Atteinte du NMP clinique, EMG
e Atteinte du NMC

e Diffusion progressive des signes au sein d'une région atteinte, ou extension a d'autres région

Signes absents

e Signes cliniques ou EMG évoquant d'autres maladies du NMC, ou NMP
e Examens de neuro-imagerie mettant en évidence des anomalies expliquant les signes
cliniques et EMG
NMC = Neurones moteurs centraux
MNP = Motoneurones périphériques

EMG = Electromyogramme



1.3.3.a Echelles fonctionnelles

Une fois le diagnostic établi, il est important d'évaluer la progression de la
maladie. Dans ce but, différentes échelles fonctionnelles ont été établies au cours de
ces derniéres décennies: I'échelle de Norris (Norris et al. 1974), suivie par |'échelle de
Appel (Appel et al. 1987), de I'ALSS (Hillel et al. 1989) et enfin par I'ALS-FRS
(Cedarbaum et al. 1999). Cette derniére est la plus utilisée a ce jour et sera

développée ci dessous et présentée dans le (Tableau 3).

L'ALS-FRS (amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale) est une échelle
qui apprécie I'atteinte bulbaire (parole, déglutition, salivation..) I'atteinte fonctionnelle
des membres (marche, écriture, habillage..) ainsi que les fonctions ventilatoires. Elle
comprend 12 themes de la vie quotidienne auxquels on associe un niveau de capacité
allant de 0 a 4 ("0" le patient n'a pas la capacité motrice suffisante pour réaliser la
tache, "4" le patient réalise la tache normalement, pas d'atteinte marquée). Cette
échelle permet ainsi d'évaluer I'autonomie du patient et de suivre au mieux I'évolution
de la pathologie a travers une analyse simple et étendue des capacités motrices de
I'individu. L'avantage de cette échelle est le suivi quotidien du patient a travers son

autoévaluation, mais également grace a I'aide de ses proches.

Les échelles d'évaluation de la pathologie ont toutefois leurs limites, car elles ne
peuvent pas, par exemple, mesurer ou distinguer I'état psychologique ou motivationnel
du patient. Elles ne tiennent compte également que de critéres phénotypiques
marqués, et non pas de |'état physiologique du patient. Ces limites conduisent a
élaborer ou envisager d'autres critéres d'évaluation complémentaires, afin d'obtenir
une meilleure sensibilité d'analyse et ainsi optimiser les traitements et thérapies en

fonction du stade d'évolution de la pathologie.

Treés récemment, I'équipe anglaise d'Ammar Al Chalabi a présenté une nouvelle
échelle d'évaluation. Cette échelle prend en compte deux aspects, répartis sur
différents stades. Le premier aspect fait état de I'extension du déficit moteur dans
différentes parties du corps (stade 1: une premiere région, stade 2: une seconde

région et stade 3: une troisieme région). Le second aspect prend en compte I'état a

25



partir duguel on décide d'interventions pour pallier une atteinte nutritionnelle (par
gastrotomie) ou respiratoire (par ventilation assistée) qui constitue alors le stade 4.
Cette nouvelle échelle d'évaluation complémentaire, bien que prometteuse aux yeux
des neurologues, souffre d'une absence de consensus international sur les moments ou
ces différentes interventions sont décidées (Roche et al. 2012). De son coté Chio et ses
collaborateurs ont également proposé une nouvelle échelle, ou du moins une
réévaluation de I'ALS-FRS (Franchignoni et al. 2013). En effet, I'échelle proposée
reprend les thémes de I'ALS-FRS et les regroupe par fonctions principales
(communiquer, se déplacer, respirer, manger). L'évaluation du stade pathologique est
ensuite basée sur le nombre de fonctions affectées (stade 0: aucune fonction atteinte,
stade 1: perte d'une fonction etc..). Cette échelle présente l'avantage de mieux
caractériser le niveau de vie des patients SLA, et apporte une relative simplicité, car

reprenant des items existants dans I'ALS-FRS.

1.3.3.b Techniques d'évaluation

L'imagerie a permis au cours de ces dernieres années d'améliorer
considérablement la précision des diagnostics cliniques et I'évaluation de l'avancée de

la pathologie.

Ainsi I'IRM (imagerie par résonance magnétique) apporte une information
complémentaire permettant aisément de distinguer le niveau d'atteinte cortical ou
médullaire d'un individu pathologique par rapport a un individu sain (Cheung et al.
1995; da Rocha et al. 2004; Hofmann et al. 1998). De méme |'utilisation du PET scan
(la tomographie par émission de positrons) permet d'avoir une estimation du niveau
d'atteinte neuronale. La diminution de I'utilisation du glucose met ainsi en évidence les
zones d'altérations métaboliques et de neurodégénérescences. Le recours au PET scan
présente néanmoins l'inconvénient d'étre co(iteux et de ne pouvoir étre effectué
régulierement en raison de |'utilisation de radioisotopes (Abrahams et al. 1996; Lloyd
et al. 2000).

La SLA étant caractérisée par une forte atteinte des neurones moteurs
supérieurs et des motoneurones inférieurs, l'analyse de I'état de fasciculation
musculaire a l'aide d'EMG (électromyographie) permet également d'affiner le diagnostic

et le suivi de la pathologie. Quatre critéres sont utilisés par les praticiens pour
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Tableau 3 Cedarbaum JM et al 1999 Echelle ALS FRS
Evaluation Performances
1 Parole 4- normale
3- perturbations détectables
2-intelligible avec répétition
1- utilise occasionnellement une communication non verbale
0- perte de la parole
2 Salivation 4- normale

3- hypersialorrhée discrete avec bavage nocturne

2- hypersialorrhée modérée mais permanente

1- hypersialorrhée génante

0- bavage continu nécessitant I'utilisation d'un mouchoir

3 Déglutition

4- alimentation normale

3- quelques fausses routes

2- consistance des aliments modifiée
1- supplémentations alimentaires

0- alimentation parentérale exclusive

4 Ecriture

4- normale

3- lente et imprécise mais compréhensible

2- tous les mots ne sont pas compréhensibles
1- tient un stylo mais incapable d'écrire

0- incapable de tenir un stylo

5 Hygiéne

4- normale

3- autonome mais avec efficacité diminuée
2- assistance occasionnelle ou substitution
1- assistance d'une tierce personne requise
0- assistance permanente totale

6a Préparation
des aliments

4- normale

3- lente et maladroite mais seul

2- aide occasionnelle pour couper les aliments
1- les aliments sont préparés mais mange seul
0- doit étre nourri

6b En cas de
gastrostomie

4- utilisation normalement autonome

3- maladroit mais toutes les manipulations sont effectuées seul
2- aide nécessaire pour la mise en place

1- fournit une aide minime aux soignants

0- doit étre nourri




7 Mobilisation
au lit

4- normale

3- lenteur et maladresse mais autonome

2- ajuste les draps avec difficulté

1- peut bouger mais pas se retourner dans le lit
0- dépendant

8 Marche

4- normale

3- difficultés de déambulation

2- marche avec assistance

1- mouvements sans déambulation
0- pas de mouvements des jambes

9 Montée
d'escaliers

4- normale

3- lente

2- fatigue

1- aide nécessaire
0- impossible

10 Dyspnée

4- absente

3- ala marche

2- dans une ou plus des situations suivantes: repas
toilette, habillage

1- au repos, difficultés respiratoires en positions
assise ou allongée

0- difficulté importante, envisage I'utilisation
d'un appareil de ventilation mécanique

11 Orthopnée

4- absence

3- quelques difficultés pour dormir la nuit en raison
d'un souffle court, n'utilise pas plus de deux oreillers

2- besoin de plus de deux oreillers pour dormir

1- ne peut dormir qu'assis

0- ne peut pas dormir

12 Insuffisance
respiratoire

4- absente
3- utilisation intermittente d'une assistance ventilatoire
2- utilisation continue d'une VNI la nuit
1- utilisation continue d'une VNI jour et nuit
0- ventilation mécanique invasive par intubation
ou trachéotomie

VNI : ventilation non invasive



interpréter les résultats de I'EMG. Appelés criteres de Lambert, ils prennent en compte
la vitesse de conduction nerveuse sensorielle normale, la vitesse de conduction
motrice, le potentiel de fibrillation et fasciculation, et enfin le potentiel d'unité motrice
(Lambert and Mulder 1957; Wilbourn 1998). Il est également possible, a I'aide d'une
analyse relativement proche, d'évaluer le nombre d'axones innervant le muscle et ainsi
d'estimer le nombre d'unités motrices au cours de I'évolution de la pathologie (Banach
and Rakowicz 2010; Bromberg et al. 1993).

Pour améliorer la précision du diagnostic et du suivi, il est également possible de
recourir a la biopsie musculaire ou de la moelle osseuse, ainsi qu'a la ponction
lombaire. Ces pratiques permettent alors d'exclure d'autres pathologies, telles que les

myosites a inclusions ou encore certains lymphomes (Pradat and Bruneteau 2006).

La mesure de la contraction isométrique volontaire maximale (CIVM) par
dynamométrie est également utilisée afin de mesurer de maniére indirecte I'état de
dénervation du muscle (Andres et al. 1986; Miller et al. 2009; Miller et al. 1999). Cette
mesure de la force musculaire permet de suivre et d'estimer |I'efficacité d'un
traitement. Elle s'avere étre un bon compromis de diagnostic et de suivi car peu
onéreuse et peu chronophage. Elle présente toutefois I'inconvénient de ne pouvoir étre
employée que pour |'expertise de certains muscles, et s'avere tres dépendante de I'état
de fatigue du patient. Il est ainsi possible d'utiliser le MMT (manual muscle testing)
plus facile d'utilisation (Leigh and Mitsumoto 2003). Certains font également appel a la
mesure de la capacité vitale forcée, qui mesure lors d'une expiration forcée, le volume

maximal d'air expiré (Magnus et al. 2002).

1.3.3.c Biomarqueurs

La recherche apporte aujourd'hui d'autres pistes d'analyse et de suivi a l'aide de
biomarqueurs. La recherche sur les biomarqueurs est devenue incontournable depuis
quelques années, de par son apport diagnostic et pronostic. En effet I'appellation de
biomarqueurs s'applique a toutes les molécules présentes dans I'organisme d'un
individu qui permettent d'informer sur son état pathologique. On trouve ainsi des
biomarqueurs permettant de diagnostiquer la pathologie et de la différencier d'une
autre, mais également des biomarqueurs permettant d'en suivre l'avancée des lors

gu'elle a été identifiée. La grande variabilité inter-individu nécessite une forte sélection
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de ces biomarqueurs. Pour étre considérée comme un biomarqueur, il est nécessaire
gue la molécule en question soit retrouvée dans plus de 90% des patients afin de
garantir une fiabilité d'analyse suffisante. Ce dernier point est primordial concernant la
réalisation d'essais cliniques, notamment dans le but d'éviter d'associer des patients
mal diagnostiqués a des essais thérapeutiques inadaptés qui pourraient fausser les

résultats.

Dans le cas de la SLA on trouve classiquement des biomarqueurs sanguins,
plasmatiques ou sériques. C'est ainsi qu'on a pu constater l'augmentation de la
concentration de tyrosine et de glutamate (Ilzecka et al. 2003). De méme la forte
augmentation de cytokines proinflammatoires dans le sérum des patients SLA, telles
IL-6, a été associée a la durée de la pathologie (Ono et al. 2001). Plus récemment, il
fut décrit un taux sérique élevé d'auto-anticorps anti HMGB1 (high mobility group
box1), tres présent dans la moelle épinieére. La détection de ce nouveau biomarqueur
pourrait étre utilisée a des fins diagnostiques mais également pour évaluer la

progression de la maladie (Hwang et al. 2013).

Depuis peu le prélevement quasi systématique de liquide céphalo-rachidien
(LCR) chez les patients SLA a permis [|'élargissement des connaissances sur les
biomarqueurs signant cette pathologie. Ainsi on retrouve la présence de TDP-43 en
forte concentration dans le LCR des patients SLA (Neumann et al. 2009), mais
également de GDNF (Glial cell-line-derived neurotrophic factor) (Grundstrom et al.
2000), de la substance P (Matsuishi et al. 1999) ou de la chaine légére des
neurofilaments (NFL) (Tortelli et al. 2012). Néanmoins les études sur le LCR présentent
des limites concernant I'appariement a des contréles sains, étant donné le fort potentiel

invasif du prélevement.

Nous verrons par la suite qu'au sein du laboratoire nous avons contribué a
I'avancée des connaissances de ces biomarqueurs, notamment au niveau musculaire,
grace a la découverte de l'augmentation d'expression protéique de Nogo A (Dupuis et
al. 2002). Bien que Wojcik et ses collaborateurs aient signalé la présence de ce
marqueur dans certaines myopathies (Wojcik et al. 2006), il peut étre considéré
comme un bon facteur pronostic de la SLA car il existe une forte corrélation entre son

niveau d'expression et I'avancée de la maladie (Pradat et al. 2007).
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Nous avons également montré une forte corrélation entre les niveaux lipidiques
plasmatiques et la survie des patients. Nous y reviendrons dans le point II.4.1.b
(Dupuis et al. 2008).

I.4 Caractéristiques histopathologiques de la SLA

Les cellules les plus affectées, ou en tout cas les plus responsables de |'état
pathologique du patient, sont sans aucun doute les neurones moteurs corticaux et les
motoneurones spinaux. L'implication du cytosquelette et d'inclusions intraneuronales
semble aujourd'hui évidente (Strong et al. 2005). En effet des agrégats
intracytoplasmiques de neurofilaments ont été observés tout au long de I'axone,
facilitant ainsi des lésions cytologiques. De méme des corps de Bunina ont été décrits
dans les corps cellulaires des neurones moteurs encore présents (Kato 2008; Wada et
al. 1999). Ces corps de Bunina correspondraient a une accumulation protéique
associée a l'appareil de Golgi en voie de fragmentation. Il existe également des
anomalies mitochondriales traduisant les atteintes énergétiques décrites dans la SLA
(Bowling et al. 1993; Higgins et al. 2003; Shi et al. 2010). Il est a présent classique
d'associer les troubles histopathologiques aux agrégats protéiques intracellulaires.
Nous verrons par la suite les cas d'agrégats de la SOD1 (superoxide dismutase a cuivre

et zinc 1).

II) Hypotheéses physiopathologiques et recherches

Pendant de nombreuses années la SLA fut considérée comme une pathologie
exclusivement neuronale. En effet, la chronologie des Iésions anatomo-pathologiques
observées est difficile a établir car I'analyse repose bien souvent sur une autopsie du
patient a un stade tres avancé voire terminal de la SLA (Kato 2008). Or depuis pres
d'une décennie il semble accepté que la SLA est en réalité une maladie multifactorielle
a l'origine pluricellulaire. Méme si |'étiologie n'est pas encore parfaitement définie de

nombreux acteurs cellulaires ont été identifiés.
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L'avénement de la génétique et ses nombreuses avancées aux cours de ces
derniéres décennies sont a l'origine de la découverte de la forme mutée de la SOD1
(Rosen 1993). Cette découverte a conduit rapidement a de nombreuses études basées
sur l'utilisation de souris transgéniques portant ces mutations, les souris SOD1m
(Gurney et al. 1994; Ripps et al. 1995).

I1.1 Les modeles animaux : une aide précieuse

A partir des années 90, I'étude des formes familiales de la SLA et les progres de
la biologie moléculaire ont permis d'identifier un grand nombre de génes impliqués
dans la pathologie. Cela a constitué un catalogue de genes permettant de générer des
animaux transgéniques pour en étudier les aspects physiopathologiques. Longtemps

les recherches sur la SLA avaient souffert de I'absence de modeéle animal.

La découverte de mutations sur le géne de la SOD1 fut a l'origine du premier
modéle de souris transgénique pour I'étude de la SLA (Gurney et al. 1994). Se sont
ensuite succédés d'autres modeéles basés sur d'autres mutations du géne de la SOD1
(pour revue, voir (Turner and Talbot 2008)), mais également basés sur bien d'autres

genes. Nous verrons ici certains de ces modéles.

e Les souris surexprimant la SOD1 mutée: les souris SOD1m

Les souris surexprimant la SOD1 mutée sont les premiéres souris transgéniques
dévolues a I'étude de la SLA (Gurney et al. 1994); elles représentent encore a I'heure

actuelle le modele le plus utilisé en recherche.

Ces souris SOD1m portent plusieurs copies du transgéne humain SOD1 muté.
Cette mutation résulte en une substitution de la Glycine en position 93 par une Alanine
(Gurney et al. 1994). Ces caractéristiques ont donné leur nom a ces souris, les
SOD1%%A, 1l a été montré que le nombre de copies intégrées du transgéne conditionne
la sévérité du phénotype clinique des animaux ainsi que leur durée de vie (entre 5 et 8
mois) (Dal Canto and Gurney 1995; Dal Canto and Gurney 1997). Deux modeles basés

sur cette mutation du codon de I'acide amniné en position 93 ont été caractérisés, ceux
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qui portent un petit nombre de copies (<5) dit "low copy", et ceux qui portent un

nombre élevé de copies (>30) dit "high copy".

Un autre modele de souris SOD1 muté a également vu le jour en 1995 : les
souris SOD1°%%®” (Ripps et al. 1995). C'est ce modeéle qui est actuellement utilisé au
sein de notre laboratoire. Ces souris portent un nombre élevé de copies du gene sod1
murin muté, dont la protéine contient une substitution de la Glycine en position 86 par
une Arginine, équivalente a la G85R dans la SOD1 chez I'homme. Ces souris vivent en
moyenne 110 jours et ont une phase symptomatique relativement courte. Différents
ages ont été déterminés pour I'étude de ce modele G86R. A 75 jours on considére que
les animaux sont asymptomatiques et ne présentent aucun signe de dénervation ou
d'altérations motrices. A 90 jours, la moitié des animaux présente un état de
dénervation marqué, détectable a I|'électromyographie (EMG), sans pour autant
présenter de paralysie. Les premiers signes moteurs importants sont observés entre 95
et 105 jours et se caractérisent par une paralysie motrice prononcée et progressive,

conduisant a la mort de I'animal a I'age de 110 jours (Figure 4).

Les souris SOD1%%®R bien que moins utilisées que les souris SOD1%%** présentent
de nombreux avantages. En effet, ces souris portent la mutation G86R, dans le géne
sodl murin, ce qui empéche toute toxicité inter-espéce. De méme, aucun biais
transcriptionnel n'est possible, puisque le promoteur est cloné avec le geéne,
contrairement aux souris SOD1%%** qui portent le promoteur du géne humain. Les
souris SOD1%%¢" permettent également I'utilisation des souris sauvages comme
controle, puisqu'elles ne possedent plus d'activité dismutase endogene, contrairement
aux souris SOD1%%**, En effet les souris SOD1°%** conservent une activité dismutase
normale et nécessitent donc d'utiliser des souris contrdles surexprimant la forme
sauvage de la SOD (Hayward et al. 2002). Enfin, la forme G86R semble étre plus
instable, et s'agrege moins dans les mitochondries que la forme G93A, ce qui
correspond davantage a ce qui est observé chez les patients (Bergemalm et al. 2006).
Le modéle SOD1%®® semble ainsi plus isomorphe, et de ce fait plus représentatif de la

pathologie.

Cependant d'un point de vue histopathologique I'étude des souris SOD1%%** est
intéressante. Elles présentent une fragmentation de I'appareil de Golgi (Mourelatos et
al. 1996), ainsi qu'une vacuolisation progressive intracytoplasmique, reflétant les

altérations du réticulum endoplasmique (RE) et des mitochondries (Dal Canto and
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Figure 4 : Caractéristiques histopathologiques de la SLA dans le modele
de souris SOD168°R

Les souris SOD1%%® ont une espérance de vie de 105-110 jours et la phase

asymptomatique dure 90 jours. Les premiers symptomes moteurs apparaissent
vers 90 jours et s'aggravent jusqu'au stade terminal ou on observe une cyphose
chez l'animal (image supérieure droite). Les motoneurones dégénéerent
progressivement dans la corne ventrale de la moelle épiniere (fleches rouges
dans la moelle) et les axones de ces motoneurones dégénérent dans le nerf
sciatique (cercles jaunes). Une atrophie musculaire est observée chez ces
animaux durant la phase symptomatique (fleches rouges muscle).



Gurney 1995; Wong et al. 1995). De nombreuses inclusions cytoplasmiques sont
également trouvées dans les motoneurones (MN) des animaux (Bruijn et al. 1997;
Shibata et al. 1998). Ainsi la perte progressive des MN dans la corne ventrale de la
moelle épiniere et I'amyotrophie progressive font de ces modeles des outils d'étude

efficaces de la maladie.

Néanmoins, chez I'hnomme, les mutations du gene SOD1 n'étant trouvées que
dans 10 a 20% des cas de SLAf, elles-mémes ne représentant que 10% des cas de
SLA, il apparait pertinent d'étudier des modeles de souris transgéniques basés sur
I'utilisation de mutations associées a d'autres genes que le gene codant pour la SOD1.

En voici a présent quelques exemples.

. Les modeéles murins de SLA, non associés aux mutations SOD1
Les souris Wobbler:

Leur phénotype a été décrit comme relativement proche de celui d'une SLA, et
est lié a une mutation du géene VPS54 codant pour la protéine GARP (Golgi-associated
retrograde protein) impliquée dans les transports vésiculaires avec le Golgi (Schmitt-
John et al. 2005). Ces souris présentent une dégénérescence des MN spinaux et des
NM corticaux, aboutissant a une atrophie musculaire (Duchen and Strich 1968).
L'évolution de la pathologie semble cependant trés variable d'un fond génétique a un
autre (Kaupmann et al. 1992; Ulbrich et al. 2002). Ce modele fut initialement
considéré comme un bon modele de pathologie du MN. Cependant la perte de MN et
I'atteinte des astrocytes et des microglies dans la moelle épiniere semblent précédées
par de nombreuses autres altérations au niveau du thalamus et du cervelet (Rathke-
Hartlieb et al. 1999).

Les souris TDP-43:

Les souris transgéniques obtenues apres mutation du géene TDP-43 présentent
une dégénérescence des MN, et NM corticaux (Wils et al. 2010). Les souris présentent
des inclusions intracytoplasmiques et ont une durée de vie d'environ 5 mois. La
sévérité de la pathologie apparait, comme pour les SOD1m, corrélée au nombre de
copies du transgene. Toutefois la pertinence d'utilisation de ce modeéle a été ébranlée a

la découverte d'une neurodégénérescence associée a la surexpression de la protéine
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TDP-43 sauvage, suggérant que la mutation n'est pas nécessairement le facteur

déclencheur de la pathologie (Xu et al. 2010).
Les souris portant des altérations des neurofilaments :

Les neurofilaments (NF) sont les filaments intermédiaires les plus abondants
dans les neurones, et sont constitués de différentes sous-unités: NF-L, NF-M et NF-H.
Différentes études ont montré I'existence d'une accumulation de neurofilaments dans
les motoneurones des SFAs et SLAf (Hirano et al. 1984; Rouleau et al. 1996). De
nombreux modeles basés sur des invalidations de I'une ou l'autre des sous-unités ont
été construits, sans pour autant conduire a des phénotypes clairs. Par exemple, on
peut citer l'invalidation de la chaine légere NF-L qui a conduit a une diminution du
nombre d'axones moteurs et une forte perturbation du transport axonal, sans toutefois
mener a une mort du MN (Elder et al. 1998; Jacomy et al. 1999; Rao et al. 1998).

Deux autres modeles peuvent également étre mentionnés comme représentant des
altérations des neurofilaments et du cytosquelette. Les modeles de souris dits Cra
(cramping) et Loa (legs at odd angles) portent des mutations faux-sens dans le gene
codant pour la chaine lourde de la dynéine, un moteur de transport vésiculaire (Puls et
al. 2003). Les perturbations du transport axonal résultant de ces mutations furent
décrites dans un premier temps comme les symptémes d'une SLA tardive (LaMonte et
al. 2002). Ces symptoémes s'averent en réalité plus proches d'un modeéle reproduisant

une neuropathie sensorielle (Dupuis et al. 2009a; Ilieva et al. 2008).

Bien d'autres modeles ont été envisagés ou construits. Cependant ils ne refletent
souvent que partiellement les mécanismes physiopathologiques décrits dans la SLA et
ne représentent que des modeles partiels. A ce jour, le plus utilisé et le plus isomorphe
reste de toute évidence le modéle SOD1%%R, Néanmoins ce modéle présente lui aussi
des limites, en particulier le fait qu'il ne reflete qu'un faible pourcentage des cas de
SLA. Il faut enfin garder a l'esprit que, "la souris n'étant pas un homme", les variations
anatomiques entre les deux especes peuvent aussi expliquer des difficultés de
comparaisons, notamment en ce qui concerne la voie pyramidale ou l'organisation

corticale.
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II.2 La SLA, une pathologie pluricellulaire : Les acteurs cellulaires

II.2.1 Les motoneurones

Dans la SLA, le MN peut étre considéré, trés certainement, a la fois comme une
victime et un acteur de la pathologie (Jaarsma et al. 2008). L'action du MN est
associée a l'unité motrice, constituée d'un MN, des jonctions neuromusculaires (JNM),
et des fibres musculaires qu'il innerve. Une complémentarité est établie entre les
propriétés physiques et électriques du MN et les propriétés mécaniques (tonicité,
élasticité) et contractiles des fibres musculaires. On peut ainsi distinguer trois types
d'unités motrices: les unités motrices rapides et fatigables (FF, fast fatigable), les

lentes (S, slow), et les résistantes et rapides (FR, fast resistant) (Figure 5).

o Les unités motrices rapides et fatigables (FF)

Ces unités FF sont constituées d'un MN au soma relativement grand (600um?)
présentant un axone large a vitesse de conduction du signal élevée (120 m/s). Les
nombreuses fibres musculaires innervées, dont le métabolisme est glycolytique, sont
des fibres musculaires a activité et fatigabilité rapide. On les retrouve notamment dans
les muscles des membres. Elles sont particulierement développées chez les coureurs de

sprint et les culturistes.

. Les unités motrices lentes (S)

La taille du soma des MN de cette unité motrice S est nettement plus faible que
celle des FF, avec seulement 300um?. La vitesse de conduction du signal est, elle aussi,
plus faible (80m/s). Les fibres musculaires innervées sont plus petites et moins
nombreuses; en revanche le métabolisme oxydatif qui les caractérise fait d'elles des
fibres a forte résistance a l'effort et a faible fatigabilité. On trouve ces fibres dans les
muscles de la posture générale, mais également dans les muscles des membres

inférieurs des coureurs de fond.
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Figure 5 : Unités motrices et caractéristiques physiologiques

A) Schéma d'une unité motrice, constituée d'un motoneurone dans la corne
ventrale de la moelle épiniere, innervant des fibres musculaires a travers la
jonction neuromusculaire. B) Caractéristiques des unités motrices lentes (S),
modérées (FR) et rapides (FF).
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. Les unités motrices résistantes (FR)

Ce type d'unité motrice reprend typiqguement des caractéristiques intermédiaires
aux FF et aux S. La taille de soma est comprise entre 300 et 600um? et innerve des
fibres musculaires au métabolisme mixte, avec toutefois une dominance oxydative. La
vitesse de contraction est modérée mais la contraction est intense et I'effort peut étre

prolongé.

Dans la SLA, il semblerait que les MN les plus touchés soient les MN au soma le
plus important, qu'on retrouve liés aux unités motrices FF, et qu'a l'inverse les S et FR
soient davantage résistantes face a la maladie (Frey et al. 2000; Gordon et al. 2010;
Hegedus et al. 2007; Pun et al. 2006). Des anomalies de structure et d'expression de
canaux ioniques (potassiques) seraient a l'origine des troubles électrophysiologiques
détectés dans la SLA. On détecte ainsi une hyperexcitabilité axonale dans les MN des
patients SLA (Kanai et al. 2006) de méme qu'une hyperpolarisation membranaire
(Vucic and Kiernan 2006; Vucic et al. 2007).

Méme si les MN sont fortement touchés dans la SLA, l'origine de la
dégénérescence exclusivement motoneuronale est aujourd'hui une hypothése en passe
d'étre abandonnée. Cette hypothese était basée sur le role prédominant des MN dans
la pathologie, mais également sur le fait que la SOD1 mutée est capable d'entrainer la
mort des motoneurones in vitro (Kirby et al. 2002; Raoul et al. 2002). En effet, la
protéine SOD1 mutée induit une toxicité capable de conduire a un stress oxydant et a
I'apoptose (Guegan and Przedborski 2003). Paradoxalement, il fut montré il y a
guelgues années qu'une surexpression de la SOD1 mutée, exclusivement dans les
motoneurones de souris, ne permettait pas le déclenchement d'une SLA (Lino et al.
2002; Pramatarova et al. 2001). Il a été envisagé en 2004 que le promoteur Thy-1
utilisé pour cette étude pourrait se révéler trop faible pour atteindre un seuil de toxicité
suffisant pour induire la pathologie (Liu et al. 2004). Néanmoins Jaarsma et ses
collaborateurs ont rapporté en 2008 que I'expression de la SOD1 mutée exclusivement
dans les MN, sous contrél du promoteur Thy-1, est suffisante pour induire une SLA
(Jaarsma et al. 2008). En 2006, une étude sur des souris SOD1%°** a mis en évidence
gu'une inactivation spécifique du transgene SOD1 muté dans les motoneurones
permettait un retard d'apparition de la pathologie et une augmentation de la survie, de
I'ordre de 20% (Boillee et al. 2006).
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Néanmoins c'est certainement en 2003 qu'un véritable cap a été franchi, dans
I'évolution de I'hypothése d'une origine pluricellulaire de la pathologie, avec les travaux
de Clément et de ses collaborateurs. En effet, cette étude met en évidence I'implication
de cellules non neuronales dans le processus pathologique de la SLA. L'utilisation de
souris chimeres, constituées de cellules sauvages et de cellules surexprimant la forme
mutée de la SOD1, a ainsi démontré que la présence de cellules sauvages saines
pouvait retarder la dégénérescence des motoneurones portant la SOD1 mutée et ainsi
prolonger la survie des animaux chiméeres. De méme, des cellules porteuses de la
SOD1 mutée peuvent entrainer la dégénérescence de motoneurones sains (Clement et
al. 2003). Ainsi cette nouvelle vision de I'environnement cellulaire observé dans la SLA
a conduit a I'étude de l'implication de nombreux autres types cellulaires dans la mise

en place des processus pathologiques induisant cette maladie (Figure 6).

I1.2.2 Les cellules myélinisantes

Afin d'assurer une bonne conduction nerveuse dans le systéme nerveux moteur,
les axones des NM corticaux et des MN sont myélinisés. La myélinisation des axones
est assurée par les olidodendrocytes dans le systeme nerveux central (SNC) et par les

cellules de Schwann dans le systéme nerveux périphérique (SNP).

Les cellules de Schwann ont un r6le actif au niveau périphérique, notamment par
leur activité de soutien a la JNM (Woodhoo and Sommer 2008). Elles sont également
impliquées dans les processus de régénérations nerveuses suite a une lésion, en
particulier en phagocytant leur myéline pour permettre une meilleure repousse
axonale. De plus, elles ont la capacité de synthése de facteurs trophiques tels que le
GDNF, IGF-1 ou le CNTF, qui permettent une attractivité de la fibre en croissance par
un phénoméne de "sprouting" ou pousse. Une fois la régénérescence axonale
effectuée, les cellules de Schwann remyélinisent la fibre nouvellement synthétisée. La
perte de ces cellules conduit bien souvent a une perte d'innervation par
dégénérescence de I'axone entrainant la mort des MN. Ces altérations ont par exemple
été décrites dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth (Scherer and Wrabetz 2008).
Dans le cas de la SLA, bien que les cellules de Schwann semblent résistantes a
I'accumulation de la SOD1m, des atteintes de myélinisation des nerfs ont été
observées (Perrie et al. 1993). En 2010, une étude réalisée par Turner et ses
collaborateurs a montré qu'une accumulation massive de SOD1m dans les cellules de

Schwann de souris chiméres n'exprimant la SOD1m que dans ces cellules, n'entrainait
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pas d'atteintes locomotrices et ne conduisait pas a la mort des animaux (Turner et al.
2010). En revanche il fut montré qu'une invalidation de la SOD1m dans les cellules de
Schwann provoquait une accélération de la pathologie chez les souris SOD1m (Lobsiger
et al. 2009). L'explication avancée était que les cellules de Schwann produisaient
moins de facteurs trophiques, en particulier de I'IGF-1, réduisant alors la capacité
d'attractivité des fibres nerveuses. Cependant une étude plus récente montre le
contraire, en présentant la perte spécifique de la SOD1m dans les cellules de Schwann
comme bénéfique pour la survie des animaux (Wang et al. 2012). La différence qui
réside entre ces deux études porte sur le modele utilisé. En effet la premiere étude
mettant en évidence une aggravation de la pathologie était basée sur le modele
SOD1%"R alors que la seconde s’appuie sur le modéle SOD1%%®, 1| s'agit de deux autres
modeles de souris transgéniques portant une mutation sur le gene de la SOD1.
L'explication avancée est fondée sur le maintien de l'activité dismutase dans le cas de

1637R et son absence dans le cas de l'utilisation du modéle

I'utilisation du modele SOD
SOD1°%%R, Les différences observées dans ces études témoignent de l'importance du

choix du modéele utilisé pour I’'analyse de la pathologie.

Les oligodendrocytes au niveau central influencent la différenciation des
motoneurones durant le développement et permettent leur survie par la suite. Peu
d'études ont porté sur le role des oligodendrocytes dans la SLA. Toutefois, en 1984,
Delisle et Carpenter ont montré une atteinte de la myéline dans le faisceau pyramidal
de patients SLA (Delisle and Carpenter 1984). La diminution du nombre
d'oligodendrocytes observée dans la moelle épiniere des souris SOD1m serait
imputable au stress du RE induit par la mutation de la SOD1 (Ito et al. 2009). Plus
récemment Kang et ses collaborateurs ont montré une atteinte précoce des
oligodendrocytes de la moelle épiniere de souris SOD1m pendant la phase
asymptomatique de la maladie (Kang et al. 2013). Ils ont également mis en évidence
gu’une délétion spécifique de la SOD1m dans les oligodendrocytes de souris SOD1m
retardait l'apparition de la maladie et induisait une augmentation de la survie des
animaux. La perte oligodendrocytaire observée dans la SLA est peu compensée par une
augmentation de la prolifération et la différenciation des précurseurs des
oligodendrocytes, car cette différenciation ne semble pas aboutir a des
oligodendrocytes fonctionnels (Philips et al. 2013). En effet il a été vu une baisse

d’expression de la protéine basique de la myéline (MBP) ainsi qu’une baisse
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d’expression du transporteur monocarboxylate dont le role est associé au métabolisme

énergétique (Halestrap and Wilson 2012).

Dans l'ensemble, ces études laissent a penser que les cellules myélinisantes ne sont
pas directement impliquées dans les premieres atteintes retrouvées dans la SLA, mais

qu'elles seraient une cible secondaire d'une atteinte neuronale plus générale.

I1.2.3 Les microglies

Différentes études ont montré que les cellules immunitaires du SNC sont
affectées dans la maladie. C'est ainsi qu'ont été retrouvées des microglies activées
dans le cerveau et la moelle épiniere de patients SLA et de souris SOD1m modéles
pour la pathologie (Corcia et al. 2012; Henkel et al. 2006; Henkel et al. 2004; Kriz et
al. 2002; Turner et al. 2004). Tout comme pour les études impliquant les MN, les
travaux traitant de l'implication d'autres types cellulaires sont essentiellement basés
sur la surexpression ou sous-expression de formes mutées de la SOD1. C'est ainsi que
I'étude des microglies a révélé un role prédominant de ce type cellulaire. En effet,
I'inactivation ciblée de la forme mutée de la SOD1 dans les microglies et macrophages,
entraine une augmentation de la survie des souris SOD1m de I'ordre de 30% (Boillee
et al. 2006). Toutefois, I'apparition des symptomes ne semble pas modifiée suite a la
diminution d'expression de la SOD1 mutée. De ce fait, survenant apparemment a un
stade plus avancé de la pathologie, la microglie ne peut étre considérée comme un
acteur inducteur de la maladie. Une autre étude parue la méme année a confirmé ces
propriétés des microglies. Pour ce faire, Beers et ses collaborateurs ont invalidé un
gene (PU.1) nécessaire au développement de la lignée de cellules myéloides. Les souris

modéles générées (SOD1%%34

chimeres) présentaient des microglies saines issues de la
greffe de moelle osseuse de souris sauvages. Une augmentation de I'espérance de vie,
sans modifier I'apparition des symptomes, a donc été observée (Beers et al. 2006). De
méme, des souris sauvages porteuses d'une greffe de moelle osseuse issue de souris
transgéniques (SOD1%%%**) ne développent pas d'altérations motrices caractéristiques de
la SLA ce qui apporte une confirmation supplémentaire au rdle "secondaire" des
microglies dans la SLA. Trés récemment, Roberts et ses collaborateurs ont montré que
des agrégats de SOD1m entrainaient I'activation microgliale a travers la voie de CD14

(Roberts et al. 2013)
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Les aspects inflammatoires ont par la suite été étudiés. Ainsi, il fut montré en
2001 que la cyclooxygénase-2 (COX-2) est fortement exprimée dans la moelle épiniere
de patients SLA (Yasojima et al. 2001). COX-2 est une enzyme retrouvée dans de
nombreux foyers inflammatoires. Elle est notamment connue pour son implication dans
la libération de médiateurs inflammatoires tels que les prostaglandines. L'utilisation
d'un inhibiteur de COX-2 a permis de retarder I'apparition de la maladie et d'augmenter
la survie des souris SOD1m (Drachman et al. 2002). En revanche l'essai chez le patient
d'un inhibiteur de COX2 (Celecoxib) n'a apporté aucun effet bénéfique (Cudkowicz et
al. 2006). Par ailleurs, l'inhibition de l'activation microgliale, a I'aide de minocycline, a
permis un retard d'apparition de la SLA et une augmentation de la survie chez les
animaux (Kriz et al. 2002; Van Den Bosch et al. 2002; Yrjanheikki et al. 1999). Cet
effet est associé a une baisse d'activation de la voie pro-inflammatoire (M1) et a une

baisse de la surexpression de NF-kB (Kobayashi et al. 2013).

Enfin, des études portant sur les aspects de la neuro-inflammation ont identifié
la présence de cytokines pro-inflammatoires dans la moelle épiniere de souris SOD1m;
c'est le cas notamment de TNF-alpha (tumor necrosis factor a) (Hensley et al. 2003;
Yoshihara et al. 2002). La encore, une inhibition de ce facteur retarde légérement
I'apparition de la pathologie. Au contraire, en 2006 [|'étude de Gowing et ses
collaborateurs a montré qu'une absence de TNF-a n'avait pas d'effet sur la survie des

motoneurones et des souris SOD1m (Gowing et al. 2006).

I1.2.4 Les astrocytes

Des lésions astrocytaires et une astrocytose ont été détectées dans la SLA
(Bruijn et al. 1997; Kushner et al. 1991; Nagy et al. 1994; O'Reilly et al. 1995). Les
astrocytes, dont les fonctions principales sont le dialogue intercellulaire, la modulation
du signal et le maintien des besoins métaboliques du systéeme nerveux, sont donc
également touchés dans la SLA. Des approches similaires aux études sur les microglies
ont été mises en place pour élucider le réle astrocytaire dans la SLA. C'est ainsi qu'en
2000, la surexpression, exclusivement astrocytaire, de la SOD1m a conduit a une
astrogliose réactionnelle. Cependant cette surexpression spécifique de la SOD1 mutée

dans les astrocytes n'a pas entrainé d'atteintes motrices chez les souris (Gong et al.
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2000). Cette étude contraste avec celle publiée en 2003 par une autre équipe, qui met
en évidence, grace a l'utilisation de souris chimeres, que les atrocytes peuvent
influencer le cours de la pathologie. Il semblerait que contrairement aux microglies, les
astrocytes porteurs de la SOD1m soient capables d'induire une dégénérescence de
motoneurones sauvages. Cette étude réléle également que des astrocytes sauvages
semblent a méme de préserver l'intégrité des motoneurones mutés (Clement et al.
2003). Différents travaux ont, par la suite, permis de mieux comprendre le réle ambigu

des astrocytes dans la pathologie a travers I'étude de facteurs solubles.

Ainsi, en culture, la surexpression de la SOD1m dans les astrocytes induit une
dégénéréscence des motoneurones par libération de facteurs solubles (Di Giorgio et al.
2007; Nagai et al. 2007; Pehar et al. 2004). En effet dans la pathologie, les astrocytes
sont activés par le FGF-1 (fibroblaste growth factor 1) relargué par les neurones en
souffrance (Cassina et al. 2005). Cette activation induit une surproduction de NGF
(nerve growth factor) par les astrocytes, qui va induire la mort des motoneurones par
apoptose a travers la voie p75"™ (Lowry et al. 2001; Pehar et al. 2004; Yoshida and
Gage 1991). De plus, il fut décrit trés récemment que la libération de ces facteurs par
les astrocytes influencerait I'hyperexcitabilité des neurones par augmentation de leurs
concentrations ioniques intracellulaires, et que l'effet bénéfique du riluzole passerait

par une diminution de cette hyperexcitabilité (Fritz et al. 2013).

De facon intéressante, les astrocytes apportent aussi une neuroprotection aux
motoneurones suite a l'activation de la voie NRF2. En effet, I'activation de la voie de
réponse au stress, modulée par NRF2 retarde |'apparition de la maladie et accroit la

survie des animaux (Vargas et al. 2008).

L'opposition apparente entre les résultats de ces différentes études semble en
réalité traduire un mécanisme et un équilibre subtils, reflétant les nombreuses
interactions cellulaires existant dans la SLA. Ces nombreux acteurs cellulaires
intervenant dans les mécanismes physiopathologiques sont d'origines variées et
s'étendent au-dela du systeme nerveux. Nous nous intéresserons ultérieurement au

muscle, un autre acteur cellulaire impliqué dans la pathologie.
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I1.3 La SLA, une pathologie multifactorielle : Mécanismes physiopathologiques

II1.3.1 Stress oxydant : la SOD1 mutée

Tous les organismes vivant en aérobie produisent des espéces réactives
oxygénées, (Reactive Oxygen Species ou ROS) comprenant des radicaux libres. La
production de ces ROS ne constitue pas en soi un stress oxydant. En revanche un
mauvais équilibre entre la production de ces ROS et leur élimination par la cellule,
induit des dommages a I'ADN, aux protéines et aux lipides. Ce stress oxydant risque de

mettre en péril I'intégrité cellulaire.

Les radicaux libres mis en évidence sont les radicaux superoxydes (0**), le monoxyde
d'azote ("NO) et les radicaux hydroxyles (*OH). On trouve également des molécules a
fort potentiel oxydant telles que le peroxyde d'hydogene (H,0;) et le péroxynitrite
(ONOO). Pour lutter contre les effets déléteres de ces molécules, les cellules disposent
d'un systeme de détoxification complexe, basé sur I'utilisation de molécules
antioxydantes telles que les vitamines E et C, ou encore le B-carotene. Les cellules
disposent également d'un bagage enzymatique disposé a lutter contre I'accumulation
de ces especes réactives. Ainsi la superoxyde dismutase a cuivre et zinc (SOD1)

constitue le premier défenseur cellulaire contre les radicaux libres.

La SOD1 est localisée dans le cytosol et dans I'espace intermembranaire
mitochondrial (Jaarsma et al. 2001; Mattiazzi et al. 2002; Okado-Matsumoto and
Fridovich 2001). La SOD1 se présente en homodimére de 15,8 kDa et chaque sous-
unité, et comporte un site de liaison au cuivre a fonction catalytique, et un site de
liaison au zinc a fonction structurale. Cette enzyme de 153 acides aminés catalyse la
conversion des ions superoxydes (O,") en peroxyde d'hydrogene (H,0,). La catalase et
les peroxydases interviennent ensuite sur ce peroxyde d'hydrogéne et le transforme en

dioxygene (0;) et en molécules d'eau (H,0) (Figure 7).

Lors de l'identification de mutations dans le gene de la SOD1, plusieurs
hypothéses ont été émises quant aux mécanismes mis en jeu dans la SLA. Il a ainsi été
envisagé des mutations conduisant a des pertes de la fonction enzymatique, expliquant
I'augmentation du stress oxydant retrouvé dans la SLA. En effet, il fut montré une
perte d'activité de la SOD1m dans les globules rouges des patients SLA (Deng et al.

1993). Cependant des études ultérieures ont conduit a reconsidérer cette perte de
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Figure 7 : Fonctions toxiques de la SOD1 mutée conduisant aux
mécanismes pathologiques retrouvés dans la SLA

Pour lutter contre le stress oxydant I'organisme dispose de la SOD1, agissant en
holodiméres. Des mutations ou I'oxydation de la SOD1 vont induire sa
monomérisation et la perte de la fixation des ions métalliques ainsi que la
réduction des ponts disulfures. Cette forme de la SOD1 entraine une réaction
inverse favorisant la production des radicaux hydroxyles a partir du peroxyde
d'hydrogene. Elle conduit également a la production d'anions superoxydes a
partir de I'oxygene, qui vont s'associer au monoxyde d'azote pour former des
peroxynitrites. La mutation de la SOD1 entraine la formation d'agrégats
cytotoxiques ubiquinilés insolubles de SOD1 mutée qui déstabilisent
I'organisation intracellulaire.



fonction. Il semblerait que certaines mutations de la SOD1 n'induisent pas de perte
d'activité chez les patients et les souris modéles (Hayward et al. 2002). De méme,
I'invalidation génique de la forme sauvage de la SOD1 n'induit pas une pathologie de
type SLA (Reaume et al. 1996). Il faut néanmoins citer la présence de troubles
moteurs, d'une axonopathie ainsi que d'une dénervation tres tardive (Fischer and Glass
2007; Flood et al. 1999; Muller et al. 2006). Les premiers signes cliniques retrouvés
chez les souris SOD1m ne semblent donc pas étre directement liés a la fonction

dismutase de I'enzyme.

Parallelement a ce premier courant de pensées, des hypothéses portant sur un
gain de fonction toxique suite a la mutation de la SOD1, ont vu le jour. Ces nouvelles
hypothéses mettent en évidence, selon les cas, une altération de structure conduisant
a des changements de conformation tridimensionnelle et/ou a une activité catalytique
aberrante (Araki et al. 2012; Museth et al. 2009; Perry et al. 2010; Sahawneh et al.
2010).

I1.3.1.a Formation d'agrégats toxiques de la SOD1 mutée

Chez la souris, des changements de conformation protéique ont été observés
suite a I'étude des mutations du gene sod1. Il résulte de ces mutations des agrégats
protéiques insolubles dans le cytoplasme (Figure 7). On trouve ces agrégats chez les
patients humains et les souris modéles, dans différents types cellulaires tels que les
motoneurones, les cellules musculaires et les astrocytes (Bruijn et al. 1997; Johnston
et al. 2000; Kato et al. 1996; Wang et al. 2009). Chez les souris SLA, on trouve ces
agrégats des la phase asymptomatique de la maladie, ils augmentent jusqu'a la phase
symptomatique (Wang et al. 2002). L'augmentation de la concentration est corrélée a

I'évolution de la pathologie (Turner et al. 2003).

Ces agrégats pourraient provenir de |'altération des sites de liaisons au cuivre et
au zinc, entrainant une déstabilisation du dimere (Hayward et al. 2002; Strange et al.
2003; Wang et al. 2007a). Les effets toxiques de ces agrégats sont en partie associés
aux interactions de ces complexes avec d'autres protéines qui voient alors leur activité
diminuer, perturbant de ce fait les fonctions cellulaires essentielles. On peut citer, par
exemple, une diminution de la synthése protéique dans les motoneurones ou un déficit

dans la maturation et la dégradation des ARN et des protéines (Strong 2010; Ticozzi et
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al. 2010). Le fort taux de protéines ubiquitinylées a conduit les études vers I'analyse du

protéasome et des protéines chaperonnes (Watanabe et al. 2001).

Les protéines chaperonnes Hsp (heat shock proteins) ont été trouvées au sein
des agrégats protéiques. Les augmentations de Hsp27, aB-crystaline ou de Hsp
40,60,70,90 furent alors associées a une tentative cellulaire de lutte contre ces
agrégats (Vleminckx et al. 2002; Wang et al. 2003; Wang et al. 2005). Ainsi
I'augmentation de I'expression de ces protéines chaperonnes est intimement liée a leur
séquestration dans les agrégats de SOD1m (Wang et al. 2009). Parallelement, il a été
montré qu'une augmentation artificielle de I'expression des protéines chaperonnes,
grace a un traitement a I'arimoclomol, permettait une augmentation de la survie des
animaux SOD1m (Kieran et al. 2004). Pour conclure, l'accumulation massive de
SOD1m ubiquitinylée intoxiquerait le protéasome, ce dernier perdrait alors sa capacité
a dégrader les autres protéines cellulaires, notamment en raison de la diminution de
disponibilité des protéines chaperonnes (Cheroni et al. 2009; Cheroni et al. 2005).

Cette derniére étape est représentée par le (1) de la (Figure 6).

I1.3.1.b Stress du réticulum endoplasmique, dysfonctionnement
mitochondrial et apoptose

Les inclusions cytoplasmiques de la SOD1m perturbent les organites cellulaires,
notamment le réticulum endoplasmique (RE) et la mitochondrie, qui seront tous deux

décrits dans cette section.

Différentes études in vitro ont montré la sécrétion de la SOD1 dans différents
types cellulaires, tels les hématocytes ou une lignée cellulaire de motoneurones
(NSC34) (Mondola et al. 1996; Turner and Atkin 2006). Cette sécrétion fait suite a un
passage par le RE (Turner et al. 2005; Urushitani et al. 2006). Ainsi la présence de
SOD1m dans le RE induirait un stress du RE, observé chez les patients SLA (Ito et al.
2009; Sasaki 2010) et les souris SOD1Im (Atkin et al. 2006; Kikuchi et al. 2006;
Saxena et al. 2009); hypothese renforcée par la présence de protéines spécifiques du
RE dans les agrégats intracellulaires (Bergemalm et al. 2010). Ce stress du RE semble
imputable a une interaction entre la SOD1m et la Derlin-1, connue pour son rble dans

la rétro-translocation des protéines mal conformées du RE vers le cytoplasme (Nishitoh
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et al. 2008). Afin de réduire I'accumulation de protéines aberrantes, la cellule met en

place une réponse adaptée, la réponse UPR (unfolded protein response).

Cette réponse induit une augmentation de la synthése de protéines chaperonnes, une
diminution de l'entrée de nouvelles protéines dans la lumieére du RE et oriente les
protéines vers les voies de dégradation (Foufelle and Ferre 2007). Néanmoins si la
réponse UPR s'avere insuffisante au vu des dommages cellulaires, le choix de

I'apoptose est alors engagé (Saxena et al. 2009).

Par ailleurs, de nombreuses anomalies morphologiques de la mitochondrie ont
été rapportées comme affectant divers tissus, tels le tissu nerveux, musculaire ou
hépatique de patients SLA (Masui et al. 1985; Nakano et al. 1987; Sasaki and Iwata
1996; Siklos et al. 1996; Wiedemann et al. 2002; Wiedemann et al. 1998). Lors de la
phase asymptomatique des souris SOD1m, des altérations mitochondriales sont déja
observées, en particulier des vacuolisations associées a des troubles de la perméabilité

membranaire (Dal Canto and Gurney 1995; Higgins et al. 2003; Jaarsma et al. 2000).

Ces troubles de la perméabilité affectent le potentiel de membrane mitochondrial
(De Vos et al. 2007) et entrainent une diminution de la synthese d'ATP, par réduction
d'activité des complexes de la chaine respiratoire dans le muscle et la moelle épiniére
de patients SLA et de souris SOD1m (Echaniz-Laguna et al. 2006; Jung et al. 2002;
Wiedemann et al. 2002). De méme en 2003 notre équipe a montré une altération
musculaire de la chaine respiratoire mitochondriale chez les souris SOD1m, dans
lesquelles une baisse de la concentration intracellulaire d'ATP a été observée (Dupuis et
al. 2003). L'homéostasie du Ca®' est, elle aussi, perturbée au niveau mitochondrial
(Damiano et al. 2006; Jaiswal and Keller 2009; Palecek et al. 1999). En effet,
I'excitotoxicité glutamatergique retrouvée dans la SLA (voir section II.3.2) entraine une
augmentation marquée de la concentration intracellulaire de Ca®*, que la mitochondrie
défaillante ne peut plus réguler; cette derniere participe alors directement a la mort
cellulaire par apoptose (mécanisme décrit dans le paragraphe suivant) (Haase et al.
2008; Stout et al. 1998).

Tout comme pour le RE, les altérations mitochondriales trouvées dans la SLA
semblent liées aux inclusions de la SOD1m. Ces inclusions empéchent une importation
suffisante de protéines vers la mitochondrie (Liu et al. 2004; Vande Velde et al. 2011;
Vande Velde et al. 2008) et induisent un stress oxydant (Martin et al. 2005; Radi et al.
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2002). Les altérations mitochondriales semblent, tout comme pour le RE, résulter en

une activation de la voie apoptotique (Pasinelli et al. 2004).

Aujourd'hui les différents mécanismes conduisant a la mort neuronale sont
mieux connus. Ainsi de nombreux marqueurs apoptotiques ont été décrits dans la SLA.
On peut de ce fait citer 'activation de la caspase 1, induite trés précocement dans la
maladie (Pasinelli et al. 2000; Vukosavic et al. 2000), ou encore des évenements plus
tardifs comme le relargage du cytochrome C de la mitochondrie vers le cytosol ainsi
que l'activation de la caspase 9, 3, 7 et 12 (Guegan et al. 2001; Kikuchi et al. 2006;
Wootz et al. 2004). De méme, d'autres études ont montré la séquestration de
protéines anti-apoptotiques telles Bcl-2 et Bcl-xL dans les agrégats de SOD1m
(Pasinelli et al. 2004). Il a été décrit une diminution des taux de Bcl-2 et Bcl-xL ainsi
qu'une augmentation des facteurs pro-apoptotiques tels que Bax, Bad, Bcl-xS dans les
modéles animaux (Gonzalez de Aguilar et al. 2000; Vukosavic et al. 1999). Par ailleurs,
une suppression de BIM (facteur pro-apoptotique) chez les souris SOD1m retarde
I'apparition de la maladie (Hetz et al. 2007). De méme une délétion de facteurs pro-
apoptotiques, Bax ou une augmentation de Bcl-2 augmente la survie des
motoneurones (Gould et al. 2006; Kostic et al. 1997). Au cours de la pathologie,
d'autres genes sont également touchés, notamment le gene codant pour Fas (APO-1,
CD95), un récepteur de la famille du TNF (tumor necrosis factor), impliqué dans la
réponse a la mort cellulaire. En 2002 Hensley et ses collaborateurs ont décrit une
augmentation d'expression de Fas dans la moelle épiniere de souris SOD1m (Hensley
et al. 2002). Cette augmentation d'expression observée chez ces animaux a été
associée a une plus grande sensibilité a I'oxyde nitrigue (NO) des MN exposés a la
SOD1m (Raoul et al. 2006; Raoul et al. 2002). L'activation de Fas conduirait a la mort

cellulaire par l'intermédiaire de la FADD et la caspase-8.

Les voies de I'apoptose semblent fortement associées a la dégénérescence des
MN dans la SLA. Bien que certains essais aient tenté d'agir sur cette voie pour
préserver l'intégrité neuronale (Waldmeier and Tatton 2004), il parait toutefois
nécessaire d'intervenir en amont de ces processus de mort cellulaire. Cette étape est

représentée en (2) de la (Figure 6).
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II1.3.2 Excitotoxicité glutamatergique

La communication cellulaire entre les NM du cortex et les MN de la moelle
épiniere est assurée par un neurotransmetteur bien connu, le glutamate (Hamilton and
Attwell 2010). Son activité excitatrice est relayée par les récepteurs NMDA (N-méthyl!
D-aspartate) et AMPA (g amino 3-hydroxy 5-méthyl 4-isoxazole propionic acide). Afin
de moduler I'action excitatrice du glutamate au niveau de la synapse, pres de 80% du
glutamate extracellulaire est recapturé par les astrocytes, via leurs récepteurs EEAT

(récepteurs d'acides aminés excitateurs).

Les premieres constatations d'altération homéostatique du glutamate dans la
SLA datent des années 90. Dans leurs travaux, Rothstein et ses collaborateurs ont
décrit une concentration de glutamate anormalement élevée, dans le LCR de patients
SLA (Rothstein et al. 1990; Shaw et al. 1995; Spreux-Varoquaux et al. 2002). Ce taux
de glutamate est imputable a une diminution de la recapture de ce neurotransmetteur
par les astrocytes, due a une sous-expression de son transporteur EEAT2 (Rothstein et
al. 1995). Ces observations ont été également confirmées chez les souris SOD1m
(Bruijn et al. 1997; Howland et al. 2002; Warita et al. 2002). Par la suite il a été
montré qu'une surexpression du transporteur EEAT2 dans les astrocytes permettait de
réduire le déficit moteur et diminuer la mort des MN, sans toutefois améliorer la survie
des animaux (Guo et al. 2003). De méme il a été montré en 2009 que les MN eux-
mémes sont capables de réguler la présence de glutamate dans la fente synaptique
(Yang et al. 2009). Ainsi une baisse de la recapture du glutamate par les MN pourrait

favoriser I'excitotoxicité glutamatergique.

L'effet toxique du glutamate est di a une suractivation des MN qui voient leur
concentration intracellulaire de Ca®* augmenter. Une hypothése met en jeu la sous-
unité GIuR2 du récepteur AMPA connue pour son activité de régulation de la
perméabilité au Ca®*. En effet, I'absence de cette sous-unité GIuR2 accroit la sensibilité
au glutamate, et donc la perméabilité au Ca®* (Van Damme et al. 2002). Cet afflux
massif de Ca?* entraine une activation majeure de nombreuses enzymes telles que la
phospholipase C, les endonucléases et les protéases. Petit a petit, ces enzymes
dégradent I'environnement intracellulaire par destruction progressive du cytosquelette,
des membranes cellulaires et de I'ADN. Ce phénomene pourrait expliquer, en partie, la

perte des MN dans la SLA (Choi et al. 2009). Ainsi un croisement entre des souris
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SOD1m et des souris portant cette sous-unité GIuR2 donne lieu a un retard
d'apparition de la maladie et a une augmentation de la survie des animaux (Tateno et
al. 2004).

Les différentes observations et analyses de cette excitotoxicité glutamatergique
ont conduit a utiliser un anti-glutamatergique comme traitement contre la SLA. Ainsi,
le Riluzole (Rilutek®), un inhibiteur des canaux sodiques et calciques dépendant du
voltage est couramment utilisé dans le traitement de la SLA (Lacomblez et al. 1996a).
Cependant, I'efficacité du riluzole reste modérée chez les patients SLA et ne prolonge la
survie que de 2 a 7 mois (Miller et al. 2003). De plus, son action réelle semble depuis
quelque temps remise en question, ou en tout cas discutable, puisque I'utilisation
d'autres anti-glutamatergiques s'est révélée totalement inefficace face a la maladie.
C'est le cas notamment du Topiramate (Maragakis et al. 2003), du Gabapentin (Kalra
et al. 2003), ou encore du Dextromethorphan (Gredal et al. 1997) et du Ceftriaxone
(Carelli et al. 1994)(NCT00718393). Cette excitotoxicité glutamatergique est

représentée en (3) de la (Figure 6).

I1.4 Altérations métaboliques : une histoire de lipides

I1.4.1 L'hypermétabolisme dans la SLA

Au cours de ces dernieres années, il a été montré que la SLA n'est pas
seulement le reflet d'une défaillance du systeme nerveux, mais que bien d'autres
systemes sont perturbés dans la pathologie. En effet, des altérations du métabolisme
énergétique ont été mises en évidence chez les patients et les souris. Ainsi, une origine
périphérique en particulier musculaire ou du moins systémique, impliquant différents

organes est aujourd'hui admise.

II.4.1.a Dysfonctionnements métaboliques

En 2001, Desport et ses collaborateurs ont mis en évidence que les patients SLA
présentaient une augmentation de leur dépense énergétique au repos de l'ordre de 10

a 20% (Desport et al. 2001; Desport et al. 2005). C'est ce qu'on appelle
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I'nypermétabolisme. Ces observations ont été confirmées et affinées par de nombreux
travaux au cours de ces dernieres années. Cet hypermétabolisme apparait
précocement et perdure tout au long de la maladie (Bouteloup et al. 2009; Funalot et
al. 2009; Vaisman et al. 2009). Ce déficit énergétique chronique ainsi qu'un syndrome
de malnutrition prononcée affectent pas moins de deux tiers des patients, dont la perte
de poids progressive (>10%) ainsi que la baisse de l'indice de masse corporelle
(<18.5) correle avec I'aggravation de la pathologie (Ikeda et al. 2012; Kasarskis et al.
1996; Marin et al. 2011). Par la suite il a été montré que ce déficit est retrouvé dans
100% des cas de SLAf (Desport et al. 2005; Funalot et al. 2009).

I1.4.1.b Un muscle énergivore

Un hypermétabolisme musculaire marqué chez les souris SOD1m a également
été décrit au sein du laboratoire (Dupuis et al. 2004). Ces souris (SOD1%%® et
SOD1%%%) présentent une diminution de leurs réserves lipidiques, ainsi qu'un déficit
pondéral prononcé. Ces altérations sont observées avant l'apparition des premiers
symptdbmes moteurs et ne relevent pas de troubles de la prise alimentaire,
d'augmentation des hormones thyroidiennes ou de la thermogenéese chez ces animaux,

car en tout point identiques a celles de leurs homologues sauvages.

Chez les souris SOD1m il apparait que le métabolisme énergétique le plus touché
est celui faisant appel a I'utilisation des lipides. A la suite d'une forte clairance lipidique
musculaire le taux de lipides circulants est fortement réduit chez les animaux mutés
(Dupuis et al. 2004; Fergani et al. 2007). De méme il a été montré que l'effet d'un
gavage riche en lipides était plus rapidement atténué chez les souris SOD1m que chez
les souris sauvages, traduisant ainsi une plus forte capacité des souris mutées a
réduire le taux de lipides plasmatiques circulants. Cette capacité provient du fait que
les souris SOD1m expriment, au niveau musculaire, plus d'enzymes favorisant la
capture lipidique que leurs consceurs sauvages (Fergani et al. 2007). Ce dernier point
accentue I'hypothése d'une origine musculaire de I'hypermétabolisme (Fergani et al.
2007). Cependant on trouve au niveau central durant la phase symptomatique,
notamment dans la moelle épiniere, une augmentation de I'expression de transporteurs
lipidiques (Apocl, FABP4) (Malaspina et al. 2010).
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Par ailleurs I'augmentation du métabolisme basal des carbohydrates a également
été montrée expérimentalement. En effet des études ont mis en évidence que les
carbohydrates sont davantage consommés par les muscles de souris SOD1m.
L'utilisation de glucose radiomarqué, non métabolisable, a permis de montrer que le
muscle de souris SOD1m absorbait plus de glucose que celui des souris sauvages,
étayant ainsi l'implication du muscle dans I'hypermétabolisme retrouvé dans la SLA
(Dupuis et al. 2004).

L'hypermétabolisme décrit ici, semble influencer la dégénérescence de lI'axe
moteur. La surconsommation lipidique et la diminution des réserves lipidiques ont ainsi
conduit le laboratoire a entreprendre une étude consistant a compenser ce déficit
énergétique. En apportant un surcroit d'énergie aux animaux, a l'aide d'une
alimentation enrichie en gras, nous avons ainsi pu constater une diminution des
marqueurs de dénervation au niveau musculaire et une augmentation de la survie des

animaux (Figure 8). Des effets similaires ont été observés sur des souris SOD1%%3*

au
cours d'une étude menée par Mattson et ses collaborateurs (Mattson et al. 2007). En
revanche, une restriction calorique chez ces animaux entraine une aggravation de la

pathologie (Hamadeh et al. 2005; Patel et al. 2010).

Paradoxalement, chez les patients SLA, malgré un hypermétabolisme prononcé,
on observe une lipidémie augmentée. En effet, les patients présentent une
augmentation du rapport LDL/HDL (low density lipoprotein, high density of lipoprotein)
(Dupuis et al. 2008). Une hypothese envisagée serait que cette augmentation soit
imputable a un dysfonctionnement hépatique, associé au métabolisme du cholestérol.
Il proviendrait d'un excés de synthése des VLDL (very low density lipoprotein) et d'une
baisse de leur catabolisme, induisant une augmentation des LDL et une baisse des
HDL. Il a été montré que I'utilisation du rapport LDL/HDL est un pronostic de I'état de
survie des patients. En effet les patients ayant un rapport LDL/HDL élevé présentent
une espérance de vie plus longue (+15 mois) que les patients possédant un rapport
plus faible (Dupuis et al. 2008). A l'inverse, les patients ayant un niveau de lipides
circulant plus faible voient s'accélérer la vitesse d'apparition de la détresse respiratoire
(Yoshii et al. 2010). Une hypothése pouvant expliquer cette hyperlipidémie repose sur
le fait que les patients SLA sont insulino-résistants. Ainsi I'augmentation de Ia
circulation des acides gras libres et la perturbation de la tolérance au glucose

favoriseraient la lipogenése et réduiraient la lipolyse. De ce fait I'hyperlipidémie et
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Figure 8 : Hypermétabolisme musculaire et effets bénéfiques d'une
alimentation riche en gras

Les patients SLA et les souris SOD1m présentent un hypermétabolisme marqué
ainsi qu'une anomalie du métabolisme lipidique. L'apport d'une alimentation
enrichie en gras permet une augmentation de la survie des souris SOD1m.



I'nypermétabolisme lipidique pourraient s'expliquer par cette insulino-résistance
(Pradat et al. 2010).

Ces différentes observations permettent petit a petit d'accentuer le réle d'un
trouble métabolique systémique dans le développement de la pathologie, en I'associant

aux conséquences sur le systeme moteur (Martin et al. 2007).

I11.4.1.c Le muscle un acteur suicidaire ?

Nous avons vu dans la section précédente que le muscle est fortement impliqué
dans les anomalies métaboliques trouvées dans la SLA. A présent nous pouvons nous

intéresser a son action et son implication dans la pathologie.

Les cellules musculaires sont affectées trés précocement dans la maladie, et la
détection de l'atrophie musculaire est un symptome détecté tres tét au cours du
développement de la SLA (Brooks et al. 2004). De méme la déstabilisation de la
jonction neuro-musculaire (JNM) apparait comme la premiére atteinte structurale
observée dans la maladie (Fischer et al. 2004): en effet chez un patient SLA le soma
des MN peut étre intact avec toutefois une dénervation de la JNM. De méme, l'analyse
effectuée chez les animaux a montré l'existence d'une perte de JNM ainsi qu'une
diminution du nombre d'axones bien avant la perte des motoneurones spinaux. Il a été
également montré dans des études de neuroprotection qu'une préservation du soma
des motoneurones ne suffisait pas a empécher le déces des animaux dont la perte de
IJNM conduit irrémédiablement a la faiblesse musculaire et a la mort (Rouaux et al.
2007; Suzuki et al. 2007). De plus, les anomalies du métabolisme musculaire, décrites
précédemment, semblent étre antérieures a l'atrophie et I'atteinte des JNM (Holl et al.
2008). Au sein du laboratoire nous avons montré que I'hypermétabolisme pourrait étre
responsable de I'altération des JNM. En effet, en 2003, I'équipe du laboratoire a
montré que les souris SOD1m présentaient une augmentation de I'expression
musculaire de genes impliqués dans le découplage mitochondrial (Dupuis et al. 2003).
Il fut constaté une diminution de la synthese d'ATP au profit d'une dissipation
énergétique sous forme de chaleur. En 2009, nous avons montré que des souris
surexprimant une protéine découplante (la protéine UCP-1), exclusivement au niveau
musculaire, sous le contréle du promoteur MCK (muscle creatine kinase), présentaient

un hypermétabolisme prononcé (Dupuis et al. 2009b).
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Ces souris développent une dégénérescence modérée de la JNM ainsi qu'une atteinte
des MN lombaires associée a une astrogliose. Ces observations nous confortent dans
I'idée que le muscle joue un réle prépondérant dans la pathologie, a travers des
altérations métaboliques entrainant une déstabilisation de I'axe neuro-musculaire. Ces
différentes études suggerent un réle clé du muscle dans la déstabilisation de la JNM, et
mettent en évidence la JNM comme cible privilégiée pour le traitement thérapeutique
du déclenchement de la SLA. Dans ce contexte, I'étude de la surexpression musculaire
de !'insuline growth factor 1 (IGF-1) a montré une stabilisation de la JNM ainsi qu'une
réduction de l'inflammation spinale associées a un retard d'apparition des symptémes
et une augmentation de la longévité des animaux (Dobrowolny et al. 2005; Riddoch-
Contreras et al. 2009). Par ailleurs une expression spécifiguement musculaire de la
SOD1m est capable d'induire différentes atteintes caractéristiques de la SLA,
notamment I'atrophie musculaire, ['astrocytose et la perte de MN (Dobrowolny et al.
2008b; Wong and Martin 2010). Ces résultats suggerent une forte influence de la

SOD1m musculaire dans la pathologie.

D'autres équipes ont montré qu'une diminution du taux protéique de SOD1m
musculaire n'influencait pas le phénotype des souris SOD1m. Ces résultats reposent
sur l'utilisation de lentivirus et d'adeno associated virus (AAV) contenant un siRNA
dirigé contre la SOD1m (Miller et al. 2006). Dans leurs travaux, Miller et ses
collaborateurs ont dans un premier temps injecté le lentivirus, a fort tropisme
musculaire, qui ne peut pas étre capté par le transport rétrograde. Aucune
amélioration phénotypique n'a été observée chez ces animaux en comparaison a leurs
homologues non traités. L'injection intramusculaire de I'AAV pouvant utiliser le
transport rétrograde et ainsi transfecter les motoneurones a mis en évidence une
amélioration de la force musculaire et de la survie des animaux. Ces résultats
suggerent que l'inhibition de la SOD1m exclusivement musculaire ne permet pas
d'améliorer le phénotype moteur des animaux et tend a montrer un réle plus
secondaire du muscle dans le déclenchement de la pathologie. Cependant, la
diminution de I'expression de la SOD1m réalisée dans cette étude n'est que de I'ordre
de 50% ce qui ne permet pas d'exclure une relative toxicité de la SOD1m encore
présente. En 2008 une étude basée sur I'utilisation de shRNA dirigé contre la SOD1m a
également été entreprise. Ces travaux ont montré qu'une transfection cellulaire
étendue avec une bonne efficacité musculaire était envisageable par injection

intraveineuse d'AAV. Néanmoins ces résultats présentent une absence d'amélioration
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phénotypique des animaux. La encore la diminution partielle du taux de SOD1m peut

étre incriminée (Towne et al. 2008).

Nous avions vu dans la section II.2.1 que les premiers MN touchés dans la
pathologie étaient ceux possédant un large soma avec une forte demande énergétique
et innervant les fibres musculaires glycolytiques (Frey et al. 2000; Hegedus et al.
2007; Pun et al. 2006; Saxena et al. 2009). Cette perte précoce des unités motrices
rapides et fatigables accentue la possibilité d'une implication du métabolisme
musculaire dans la pathologie. En effet une défaillance énergétique chronique pourrait
affecter prioritairement les MN et les fibres musculaires a forte demande énergétique.
Nous savons qu'au cours de la pathologie s'établit un réarrangement des fibres
musculaires avec une "conversion" ou "switch" des fibres glycolytiques en fibres
oxydatives (Sharp et al. 2005). Il se peut que les MN au large soma dégénérent et
gu'un réajustement s'opére pour maintenir une innervation musculaire suffisante,
entrainant ce "switch" de fibres glycolytiques vers oxydatives, pouvant alors étre
innervées par les petits motoneurones. Il est également possible que suite aux
altérations métaboliques, le muscle se restructure et passe spontanément vers un
systeme a métabolisme oxydatif, entrainant alors perte de fonction des motoneurones
au large soma conduisant a leur dégénérescence. Cependant, quelle que soit I'origine
de ces altérations métaboliques, il semble clair que I'organisme oriente sa préférence
énergétique vers la consommation de lipides, ceci expliquant la dyslipidémie retrouvée
dans la SLA.

Au dela de son implication dans les troubles métaboliques, le muscle semble
également jouer un réle perturbateur dans les interactions trophiques au niveau de
I'axe neuro-musculaire. En effet, nous avons montré que la protéine NOGO-A, qui joue
un role majeur d'inhibiteur de la croissance neuritique, est fortement exprimée dans le
muscle des souris SOD1m et des patients SLA (Dupuis et al. 2002). Il fut montré en
2005 que le niveau d'expression de NOGO-A est corrélé a I'état clinique du patient
(Jokic et al. 2005). La suppression de cette protéine chez les souris SOD1m augmente
la survie des animaux, alors que sa surexpression chez des souris sauvages entraine
une dénervation musculaire (Jokic et al. 2006). Des analyses cliniques de I'inhibition de
NOGO-A et des réticulons ont été réalisées plus récemment est sont actuellement en
cours d'analyse (clinical trials NCT00213824)
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De nombreux autres facteurs trophiques sont impliqués dans les interactions
nerfs muscles, tels que le GDNF, ou I'IGF-1 déja mentionné précédement. La
perturbation de I'expression de ces facteurs par l'agrégation de la SOD1m pourrait
accentuer les mécanismes pathologiques de la SLA (Taylor et al. 2007). Des études ont
montré que la surexpression muscle spécifique de GDNF ou d'IGF-1 chez les souris
SOD1m permettait de retarder I'apparition des premiers symptomes et de prolonger la
survie des animaux (Dobrowolny et al. 2005; Li et al. 2007). L'action de certains de
ces facteurs pourrait étre associée a une diminution de l'inflammation spinale, a une
meilleure stabilité de la IJNM, ainsi qu'a un renforcement de l'activité des cellules

musculaires satellites (Dobrowolny et al. 2008a).

Dans l'ensemble ces résultats montrent que le muscle, avant d'étre la cible finale

dans la SLA, peut aussi étre un acteur majeur influencant le devenir de la pathologie.

I1.4.2 Influence lipidique sur la balance pathologique

Nous avons vu dans la section précédente que le métabolisme énergétique est
fortement perturbé dans la SLA. Dans ce dernier point nous verrons l'influence que
peuvent avoir les lipides dans la pathologie, en reprenant certains points de la revue
gue nous avons publiée (voir ci-apres). Cette revue retrace les différents roles des
lipides dans certaines pathologies des motoneurones. Nous nous intéresserons ici

principalement a la SLA.

Les lipides jouent de nombreux rdoles dans l'organisme. Ils sont évidemment
impliqués dans le métabolisme énergétique, mais ils ont également des roles de
structures au niveau des membranes cellulaires ou encore de messagers et de

signalisations.
e Role énergétique

Concernant les aspects énergétiques, nous ne reparlerons pas ici du "switch" de
fibres déja évoqué dans la section II.4.1.c. Néanmoins il est intéressant de rappeler
gue patients et souris SLA présentent une diminution drastique d'ATP musculaire

(Derave et al. 2003; Dupuis et al. 2003). Les lipides constituent une plus grande
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source de production d'ATP que les glucides. Il se peut qu'une baisse de concentration
d'ATP induise une plus forte consommation lipidique afin de compenser ce déficit. De
plus I'ATP influence la sensibilité a I'acétyle choline, le neurotransmetteur excitateur de
la JNM (Lu and Smith 1991). En effet via des récepteurs purinergiques post-
synaptiques (P2X et P2Y), I'ATP influence le réarrangement et le maintien des
récepteurs cholinergiques, nécessaires a la transmission du signal entre nerfs et
muscle (Ling et al. 2004; Tsim et al. 2003). Ainsi, il se peut qu'une altération
énergétique majeure, influence la production d'ATP, entrainant par voie de
conséquence une déstabilisation de la JNM. Au niveau du SNC et du SNP les lipides ont

un role structural et fonctionnel crucial.
¢ Role structural

La fluidité membranaire, la stabilité de la synapse et I|'optimisation de la
transmission des signaux sont modulées par les lipides. Plus particulierement, la
présence d'acides gras polyinsaturés influence la fluidité membranaire et permet les
mouvements de protéines des membranes. Elle favorise de ce fait les interactions
cellulaires et la disposition des récepteurs membranaires. Des études intéressantes
ont montré une augmentation des sphingolipides et du cholestérol ainsi qu'une
augmentation de la peroxydation lipidique dans la moelle épiniere des souris SOD1m et
des patients SLA (Cutler et al. 2002). Récemment, une diminution de la proportion
d'acides gras polyinsaturés dans la moelle épiniére des souris SOD1m et des patients
SLA a été décrite (Ilieva et al. 2007). Cette baisse conduit a une diminution de la
fluidité membranaire dans la moelle épiniere des souris SOD1m. Cette atteinte de la
fluidité membranaire observée a l'apparition de la maladie chez les souris SOD1m est
vraisemblablement liée au stress oxydant et a la peroxydation lipidique (Miana-Mena et
al. 2011). Ces perturbations sont encore mal connues, mais de toute évidence les
lipides sont également impliqués dans ces aspects plus structuraux et mécaniques de

la pathologie.
e Role signalétique

Un autre r6le majeur joué par les lipides porte sur les échanges via la
modulation vésiculaire ainsi que sur la signalisation, a travers leur role de second
messager. Ainsi certains acides gras poly-insaturés (PUFA), notamment I'acide
eicosapentaénoique (EPA), l'acide docosahexaénoique (DHA), qui appartiennent a la

classe des Oméga-3, et I'acide arachidonique (ARA) qui appartient aux Oméga-6, ont la
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capacité d'agir comme facteurs de transcription par la voie des RXR (retinoid X
receptor) (Duda 2012; Gillies et al. 2012; Inamori et al. 2013; Schmidt et al. 2012). IlIs
peuvent également étre convertis en d'autres molécules de signalisation (Bazan 2013;
Bazan et al. 2011; Kruger et al. 2010; Trappe et al. 2001; Zhao et al. 2011). Le DHA
fut montré il y a quelques années comme acteur majeur dans les pathologies
neurodégénératives. Il fut rapporté en 2005 qu'un déficit de DHA entrainait des
troubles cognitifs et une mort neuronale (Lukiw et al. 2005). De méme, I'augmentation
du stress oxydant observée dans le cortex frontal et la moelle épiniere de patients SLA,
a été associée a des changements de concentration d'acides gras, tel que le DHA
(Ilieva et al. 2007). En effet, les patients SLA présentent une forte diminution de la
concentration spinale de DHA, qui contraste avec l'augmentation de concentration
retrouvée au niveau cortical. Pour comprendre l'importance des especes lipidiques, il
faut garder a l'esprit que le DHA représente pas moins de 40% des PUFA du cerveau,
et que plus de la moitié du poids des membranes des neurones est due aux PUFA
(Singh 2005). Dans leurs études, Veldink et ses collaborateurs ont ainsi montré que
l'augmentation de la consommation de PUFA permettait de réduire le risque de
développer une SLA, mettant en évidence le role protecteur des Oméga-3 (Veldink et
al. 2007). En effet, les Oméga-3 exercent une activité anti-inflammatoire, alors que les
Oméga-6 induisent une réponse inflammatoire. Le DHA est connu pour induire une
neurogenese et avoir des effets protecteurs dans le cerveau des animaux-modeéles pour
les maladies d'Alzheimer et de Parkinson (Arsenault et al. 2011; Ozsoy et al. 2011).
Ainsi l'augmentation de DHA chez les souris SOD1m peut étre envisagée comme un
mécanisme protecteur, développé par I'organisme pour lutter contre les atteintes des
NM. Ces effets du DHA passeraient par la diminution de la cyclooxygénase (COX-2) et
la lipoxygénase (LOX) connues pour leurs actions pro-inflammatoires. Ces enzymes

étant responsables de la formation des prostaglandines, leukotriénes et eicosanoides.

55



Revue 1

A plural role for lipids in motor neuron diseases :

energy, signaling and structure

Florent SCHMITT, Ghulam HUSSAIN, Luc Dupuis, Jean-Philippe Loeffler and
Alexandre Henriques

Soumis a Frontiers in Cellular Neuroscience

56



IN CELLULAR NEUROSCIENCE

A plural role for lipids in motor neuron diseases: energy, signaling and

structure.

Florent SCHMITT, Ghulam HUSSAIN, Luc Dupuis, Jean-Philippe Loeffler and Alexandre Henriques

Journal Name:
ISSN:
Article type:

First received on:

Frontiers website link:

Frontiers in Cellular Neuroscience
1662-5102

Review Article

30 Jul 2013

www.frontiersin.org




Abstract

Motor neuron diseases (MNDs) are characterized by selective death of motor neurons and
include mainly adult-onset amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and spinal muscular atrophy
(SMA). Neurodegeneration is not the single pathogenic event occurring during disease
progression. There are multiple lines of evidence for the existence of defects in lipid
metabolism at peripheral level. For instance, hypermetabolism is well characterized in ALS,
and dyslipidemia correlates with better prognosis in patients. Lipid metabolism plays also a
role in other MNDs. In SMA, misuse of lipids as energetic nutrients is described in patients
and in related animal models. The composition of structural lipids in the central nervous
system is modified, with repercussion on membrane fluidity and on cell signaling mediated by
bioactive lipids. Here, we review the main epidemiologic and mechanistic findings that link
alterations of lipid metabolism and motor neuron degeneration, and we discuss the rationale
of targeting these modifications for therapeutic management of MNDs.
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Introduction

Motor neuron diseases (MNDs) are a group of incurable neurological disorders caused by the
selective degeneration of motor neurons. Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most
representative motor neuron disease among adults with a incidence rate of 2-3 per 100000
(Brooks, Juhasz-Poscine et al. 2000). It is characterized by progressive muscle weakness and
atrophy, loss of upper and lower motor neurons and death ensuing 3-5 years after diagnosis.
Majority of ALS patients are of sporadic origin with unclear ethiopathology. Several
mutations are associated with ALS, in particular in genes encoding superoxide dismutase 1
(SOD-1), TAR DNA binding protein of 43-kDa (7DP-43), fused in sarcoma (FUS) and
chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) (Rosen, Siddique et al. 1993; Mackenzie,
Bigio et al. 2007; Deng, Zhai et al. 2010; Laaksovirta, Peuralinna et al. 2010; Shatunov, Mok
et al. 2010). Thus, several transgenic mouse models overexpressing various mutant genes
have been developed, and the SOD1 model, overexpressing a mutated form of SOD1 gene, is
the most studied in ALS (Ripps, Huntley et al. 1995). Spinal muscular atrophy (SMA) is a
genetic autosomal and recessive neuromuscular disease, caused by loss of functional survival
motor neuron (SMN) gene 1. Patients suffer from degeneration of spinal motor neurons,
muscle weakness leading to atrophy. Disease severity ranges from severe, with death of
patients before the age of 10, to mild with moderate symptoms with no alteration of life
expectancy. Spinal bulbar muscular atrophy (SBMA), also known as Kennedy’s disease, is an
X-linked recessive disease caused by a CAG-repeat expansion in the gene coding for the
androgen receptor, leading to a poly-Q repeat expansion in the protein (Brooks and Fischbeck
1995; Fischbeck, Lieberman et al. 1999). The disease affects mainly males, even though it has
been described also in female patients. SBMA is characterized by progressive muscle atrophy
and degeneration of lower motor neurons in the brain stem and spinal cord. Similarly to ALS,
mouse models have been developed to study SMA and SBMA (Katsuno, Adachi et al. 2003;
Bebee, Dominguez et al. 2012).

Along with neuronal degeneration, several alterations of lipid metabolism are found in
MNDs. Here, we review the role of lipids in MNDs, with a special attention on energy
homeostasis, cell signaling and structure (Figure 1). We further discuss the rationale of
targeting lipid metabolism for therapeutic management of MNDs.



40

50

60

70

80

Energetic alterations in amyotrophic lateral sclerosis

Multiple previously unrecognized phenotypes occur in ALS patients, in particular, the
unbalance between food intake and energy (Braun, Osecheck et al. 2012; Muscaritoli, Kushta
et al. 2012). ALS patients often present with dyslipidemia, reduced body mass and increased
resting energy expenditure (Table 1,(Desport, Preux et al. 2001; Funalot, Desport et al. 2009;
Dupuis, Pradat et al. 2011)). Energetic alterations are similarly found in transgenic animal
models of ALS, the SOD1 mice. These mice are leaner than controls, hypermetabolic,
hypolipidemic and present increased fatty acid uptake in muscles (Table 2, (Dupuis, Oudart et
al. 2004; Fergani, Oudart et al. 2007; Kim, Kim et al. 2011). Several lines of evidence point to
lipid metabolism alterations being crucial for ALS progression. A first incidental event shed
some light on the subject. During 2 years, a group of scientists remained isolated
environment, and were submitted to long terms caloric restriction (Walford, Mock et al.
2002). From eight members of the group, one died from ALS and another one developed
progressive gait impairment and motor neuron degeneration. Epidemiological studies went
beyond this case study and documented an association between nutrition and the risk of
developing ALS. First, a case control survey made in Japan in 2007 was conducted with the
aim to study pre-illness nutritional habits of ALS patients. The authors identified that high
carbohydrate and low fat intakes are associated with higher ALS risk (Okamoto, Kihira et al.
2007). More recently, another epidemiologic study focused on anthropometric characteristics
of the general population with a follow up over 10 years. The investigators reached the
conclusion that high fat content reduces the risk of developing ALS (Gallo, Wark et al. 2013).
These clinical data are consistent with the reduced overall survival of SODI mice under
caloric restriction (Table 2) (Hamadeh, Rodriguez et al. 2005).

Conversely, increased energy intake is beneficial for SOD1 mice. The first evidence emerged
in 2004 from our laboratory, when we fed SODI1 mice with a diet enriched in lipids. The
treatment restored normal body mass and adiposity, delayed disease onset and motor neuron
degeneration, and life expectancy was extended by 20 % (Dupuis, Oudart et al. 2004). The
beneficial effects of high fat diet, or ketogenic diet, for SOD1 mice were confirmed by other
groups (Table 2) (Zhao, Lange et al. 2006; Mattson, Cutler et al. 2007). In 2008, we aimed to
study the link between lipids and disease progression, by quantifying circulating lipids in ALS
patients. We found that dyslipidemia, defined by high LDL/HDL ratio, was a characteristic of
the ALS group (Dupuis, Corcia et al. 2008), and this dyslipidemia positively correlated with
longer survival, increased by 13 months in the group of ALS patients with higher LDL/HDL
ratio. Since then, others reported that either hyperlipidemia or high body mass index is a
strong prognostic factor for survival (Dorst, Kuhnlein et al. 2011; Paganoni, Deng et al. 2011;
Shimizu, Nagaoka et al. 2012; Reich-Slotky, Andrews et al. 2013). For instance, the median
life expectancy was higher than 14 months in patients with high serum triglyceride levels
(Dorst, Kuhnlein et al. 2011). Last, it was recently observed that subcutaneous fat positively
correlated with survival of ALS patients (Lindauer, Dupuis et al. 2013). Conversely, lower
LDL/HDL ratio has been linked to respiratory impairments (Chio, Calvo et al. 2009), fast loss
of BMI was associated with faster decline (Jawaid, Murthy et al. 2010) and poor nutritional
status is a negative prognosis factor (Marin, Desport et al. 2011).

These reports claim for a positive correlation between high circulating lipid levels of lipids or
high fat mass and prognosis of ALS patients. The mechanisms in place deserve further
investigation, to understand how peripheral lipids interfere with disease progression and how
lipids can preserve motor axis integrity.

Energetic substrates and motor units
The motor unit is an anatomical structure responsible for the control of muscle contraction
and its destruction represents the first detectable event in ALS (Dupuis and Loeffler 2009).
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The motor units are composed of different sorts of spinal motor neurons and muscles fibers,
depending on their activity and energetic capacities. Fast fatigable motor units are composed
of large alpha-motor neurons and glycolytic muscle fibers that burn preferentially glucose to
exert heavy force on a short period. Conversely, slow motor units correspond to small alpha-
motor neurons and oxidative muscle fibers, which store and use preferentially fatty acids to
produce less intense but constant strength. Large alpha motor neurons are the first to
degenerate in ALS models (Pun, Santos et al. 2006; Hegedus, Putman et al. 2007), and fast-
twitch motor units are preferentially affected in both ALS patients and mouse models
(Schmied, Pouget et al. 1999; Atkin, Scott et al. 2005; Gordon, Tyreman et al. 2010).
Stimulation of motor units via regular training was proposed to maintain and strengthen motor
function in ALS (Table 3). Clinical investigations reported benefit for ALS patients whom
followed moderate and mainly aerobic exercise program, which use lipids as energy source
(de Almeida, Silvestre et al. 2012). In particular, specific training of the diaphragma preserved
respiratory functions in ALS patients (Mahajan, Bach et al. 2012). It should be noted that
these studies were not randomized and suffer from the small size of the cohorts. Moreover,
higher release of reactive oxygen species during exercise was reported (Siciliano, D'Avino et
al. 2002) and suggest that design for muscular training in ALS patients should be considered
with caution.

In an animal model of ALS, effects of high frequency and high amplitude training were
compared to moderate and endurance training. SOD1 mice were subjected either to
swimming-based training, targeting glycolytic motor units, or to running-based training,
targeting oxidative motor units (Deforges, Branchu et al. 2009). After training, the group of
“swimmer” mice presented with benefits in terms of counts of motor neurons and survival,
when compared to proper control. On the contrary, the “running”-trained mice presented a
similar disease course compared to sedentary mice. Effect of training on SOD1 mice is not
fully clarified. Others reported claimed that moderate exercise alone can improve outcomes in
SODI1 mice (Carreras, Yuruker et al. 2010), and most importantly, Gerber and colleagues
recently demonstrated that benefits of training in mice might come from the enrichment of the
environment rather than mobilization of muscle fibers (Gerber, Sabourin et al. 2012).
Therefore, the benefit after different types of training for SOD1 mice targeting different pool
of motor units remains to be clarified. Currently, the effects of aerobic versus anaerobic
exercises on vital capacity and muscular strength are under clinical investigations
(NCT01650818, NCT01521728). Additional work on this topic is required to understand the
impact of different exercises, using different energetic sources, on motor units in ALS
patients, and why glycolytic motor units are preferentially affected.

Taken separately, the two extremities of the motor units, the muscles and the motor neurons,
show abnormal lipid metabolism. Indeed, early in the disease course, glycolytic muscles of
SODI1 mice switch towards an oxidative phenotype, presumably due to the loss of their
connection to large motor neurons and subsequent reinnervation by “slow” motor neurons
(Sharp, Dick et al. 2005). The selective vulnerability of large motor neurons is potentially due
to higher energetic needs that could be not fulfilled or a source of oxidative stress. In case of
higher needs, neurons can use ketone bodies as energetic substrate when glucose level
becomes low (Guzman and Blazquez 2004; LaManna, Salem et al. 2009). In this situation,
astrocytes will use lipid to provide ketone bodies to neurons, and potentially motorneurons in
ALS (Yi, Habegger et al. 2011). Interestingly, two recent studies have shown abnormally
enhanced levels of ketone bodies, released by the breakdown of fatty acids, in the
cerebrospinal fluid of ALS patients (Blasco, Corcia et al. 2010; Kumar, Bala et al. 2010). It
could suggest that lipid beta oxidation is altered in the CNS of ALS patients.

Higher energetic needs have been documented in muscle of SOD1 mice (Dupuis, Oudart et al.
2004). In the animal model, the metabolic shift in muscle fibers (glycolytic to oxidative)
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could explain the pronounced appetence for fatty acids in SODI1 muscles, as well as the
changes in the expression profile of genes involved in lipid metabolism (Fergani, Oudart et al.
2007; Gonzalez de Aguilar, Niederhauser-Wiederkehr et al. 2008; Thau, Knippenberg et al.
2012). Interestingly, the predominance of oxidative metabolism goes along with deficiency in
oxidative mitochondrial chain function, in particular in the muscles of ALS patients (Echaniz-
Laguna, Zoll et al. 2002; Dupuis, di Scala et al. 2003; Crugnola, Lamperti et al. 2010).
Mitochondria bioenergetic functions are impaired, as shown by Zhou and colleagues, whom
described the presence of defective mitochondrion in mass near the neuromuscular junctions
that may contribute to the progression of muscle atrophy in ALS (Zhou, Yi et al. 2010). The
origin of mitochondrial defect is under investigation. Several potential pathways are proposed
to explain the shift in metabolism and the alterations of mitochondrial functions, and they
concern the tuning of metabolic pathways. Mitochondrial biogenesis and activity are
orchestrated in part by PGC-1 alpha (Lin, Wu et al. 2002; Lin, Handschin et al. 2005;
Handschin 2010). In ALS, the implication of PGC-1 alpha has been recently highlighted, as
its expression is diminished in the muscles of patients and SOD1 mice (Thau, Knippenberg et
al. 2012). The downregulation of PGC-1 alpha will cause modifications of lipid metabolism,
and more particularly on the use of fatty acids (Barroso, Rodriguez-Calvo et al. 2011).
Interestingly, we have very recently shown that deficiency in PGCl-alpha leads to hasten
disease progression in the males of a mouse model of ALS (Eschbach, Schwalenstocker et al.
2013), strengthening the relation between lipid metabolism alterations and disease
progression, at least in SOD1 mice. In another study, Da Cruz and collaborators
overexpressed PGCl-alpha selectively in muscle of SODI1 mice. They observed that
increasing PGCl1-alpha in muscle of SOD1 mice increases muscle endurance, reduces atrophy
and improves locomotor activity at symptomatic stages of disease. Although, in their study,
they did not observed increased survival of SODI mice (Da Cruz, Parone et al. 2012), their
results suggest that improving muscle activity and reducing atrophy through increased PGC1-
alpha could be used as a palliative treatment in ALS.

Stearoyl-Coa desaturase 1 (SCD1) is a key enzyme for the regulation of fatty acid
metabolism, and it can impact fatty acid oxidation taking place in mitochondria. SCD1
introduce a double bond in the carbon chain of saturated, to generated mono-unsaturated fatty
acids that are more prone to be stored in fat tissues. We have recently reported a
downregulation of SCD1 in the muscle of SODI1 mice (Hussain, Schmitt et al. 2013), and in a
subpopulation of ALS patients (Pradat, Dubourg et al. 2011). The function of SCD-1 is
associated to regulation of energetic metabolism, and most particularly the management of
lipid reserves. Downregulation of SCD1 is known to trigger increased expression of genes
involved in the beta-oxidation of fatty acids, increased energy expenditure and reduced fat
storage, a metabolic phenotype exhibited by SOD1 mice (Ntambi, Miyazaki et al. 2002;
Dupuis, Oudart et al. 2004). We aimed to study the impact of a low SCD-1 activity for the
motor function. We recently described that knock-out mice for SCD-1, and non-transgenic
mice treated with a SCD-1 inhibitor, present improved nerve regeneration after peripheral
nerve injury (Hussain, Schmitt et al. 2013). Moreover, the products of SCD-1, the mono-
unsaturated fatty acids, favour cytotoxic SOD-1 aggregation (Kim, Nakatomi et al. 2005), and
the accumulation of toxic lipid species such as ceramide (Dobrzyn, Dobrzyn et al. 2005),
suggesting that loss of SCD-1 activity could lower cytotoxicity in ALS. Further work is
needed to understand the link between loss of SCD-1 activity and benefits for the motor units,
especially in ALS. Aside from its role in energetic metabolism, SCD-1 is additionally
required in the synthesis of more complex lipids, including phospholipids. Alterations in lipid
metabolism will have repercussion not only on the energy homeostasis, but also on a wide
range of cellular functions, including membrane fluidity and signaling.
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A role for lipids beside energetic metabolism

Lipids play a critical role in the structure of the central and peripheral nervous systems in
particular at the cell membrane level. They control membrane fluidity, improve transmission
of electrical signals and stabilize synapses. Back in 2002, the group of Pr. Mattson studied the
lipid metabolites present in the spinal cord of both ALS patients and presymptomatic SOD1
mice, and reported higher amounts of sphingolipids, cholesterol associated with increased
lipid peroxidation (Cutler, Pedersen et al. 2002). These findings are important as these lipid
metabolites modulate vital cellular functions in the central nervous system that may be
involved in ALS pathophysiology.

A direct role for lipids in motorneuron survival?

Aberrant accumulation of ceramides is commonly seen as being toxic. It mediates neuron
death by oxidative stress and apoptosis in animal models and patients of neurodegenerative
diseases (Brugg, Michel et al. 1996; France-Lanord, Brugg et al. 1997; Alessenko 2000; Bras,
Singleton et al. 2008; Car, Zendzian-Piotrowska et al. 2012; Filippov, Song et al. 2012).
Ceramides are precursor molecules at the crossroads of the sphingolipid metabolism and they
can be converted into sphingomyelin, ceramide-1-phosphate and gangliosides. Abnormal
repartition of gangliosides was described in the CNS of ALS patients and presence of
antibodies anti-gangliosides has been described in their serum (Mizutani, Oka et al. 2003).
Gangliosides are important for axonal function and regeneration, and neuronal survival
(Akasako, Nara et al. 2011). In the 80’s, clinicians initiated half-dozen trials in ALS with
injection of gangliosides with the aim to protect the motor units, but lead to no benefit
(Bradley 1984; Hallett, Harrington et al. 1984). These studies were however underpowered.
Sphingomyelin is particularly abundant in the nervous systems and represents another lipid
impacting motor neuron survival. Cutlers and colleagues proposed that the increase of
sphingomyelin in the spinal cord of ALS patients mediates motor neurons cells death via
oxidative stress (Cutler, Pedersen et al. 2002), and in 2007, another group reported that p75-
mediated motor neuron death is stimulated upon sphingomyelin-associated ROS production in
an animal model of ALS (Pehar, Vargas et al. 2007).

Membrane fluidity.

Basic cellular functions depend on the composition in lipids of plasmatic membranes.
Enrichment of sphingolipids and cholesterol, as well as content in polyunsaturated fatty acids
(PUFA), directly determines membrane fluidity and movement of membrane proteins in lipid
rafts (Xu, Bittman et al. 2001; Lang 2007; Lingwood and Simons 2010). Although the level of
these lipids is altered in ALS patients and SOD1 mice, membrane fluidity per se has not been
extensively investigated. One recent study described loss of membrane fluidity in the SODI
mice at disease onset (Miana-Mena, Piedrafita et al. 2011) presumably due to oxidative stress
and lipid peroxidation. Membrane phospholipids in the central nervous system (CNS) are rich
in PUFA and in particular of docosahexaenoic acid (DHA). Interestingly, the profile of fatty
acids in the brain cortex and spinal cord of ALS patients revealed an increase of DHA level
with potential consequences on membrane fluidity (Ilieva, Ayala et al. 2007). Changes in the
membrane fluidity could affect wide range of cellular functions such as ligand-receptor signal
transduction and membrane trafficking (Simons and Vaz 2004), with consequences on cell
functions and survival.

Signaling molecules.

In addition to their role in the membrane structure, PUFA also have intrinsic functions on cell
signaling, in particular on neuroinflammation and regulation of energetic metabolism. First,
PUFA are known to bind to transcription factors, such as liver-X receptor (LXR) and retinoic-
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X receptor (RXR) (Yoshikawa, Shimano et al. 2002), to stimulate the expression of genes
involved in energy homeostasis and dysregulation of their levels could account for the altered
metabolism in ALS.

PUFA can be also converted to active molecules. Depending on the location of the
unsaturations, PUFA present either anti-inflammatory and neuroprotective effects, for the
omega3 fatty acids, or pro-inflammatory for omega 6 fatty acids (Schmitz and Ecker 2008).
For instance, eicosapentaenoic and arachidonic acids can be oxidized to give rise to
prostanglandins or leukotrienes, and the oxidation of DHA produces the neuroprotectin D1, a
signaling molecule that promotes beneficial effects on cell survival under stress (Bazan,
Musto et al. 2011). Prostaglandin E2 (PGE2) is synthetized by cyclooxygenase-2 from the
arachidonic acid, an omega 6 fatty acid, to promote inflammation after binding to its receptor.
In ALS patients, level of PGE2 is increased in the serum and the cerebrospinal fluid (Ilzecka
2003). Evidence from animal models also suggests a role for PGE2 in ALS physiopathology.
Indeed, the pharmacological inhibition of PGE2 receptor or the silencing of the gene coding
for cyclooxygenase-2 can lower neuroinflammation in SOD1 mice, preserve motor functions
and extend survival (Pompl, Ho et al. 2003; Klivenyi, Kiaei et al. 2004; Liang, Wang et al.
2008).

The omega 3 fatty acids can be converted into anti-inflammatory and neuroprotective
molecules. Many reports have shown that treatments based on omega 3 fatty acids exert
beneficial effects in various animal models of neurodegenerative disease, such as Parkinson’s
or Alzheimer’s diseases (Arsenault, Julien et al. 2011; Ozsoy, Seval-Celik et al. 2011). In a
recent study, Michael-Titus and colleagues investigated the neuroprotective effect of
eicosapentaenoic acid, an omega 3 fatty acid precursor for DHA, in SODI1 mice.
Unexpectedly, the treatment resulted in enhancement of neuroinflammation, faster disease
progression and hastened death for SODI1 mice (Yip, Pizzasegola et al. 2013). One
explanation proposed by the authors is the greater susceptibility for PUFA to be peroxidized
and therefore toxic (Kanner, German et al. 1987). Therefore, the increase in DHA of spinal
cord from ALS patients could favor lipid peroxidability, and be potentially a toxic factor in
ALS (Ilieva, Ayala et al. 2007).

Taken together, all these results clearly argue for a strong relationship between lipid
metabolism and motor neuron degeneration. Most of the findings originate from ALS, as it is
the most studied MNDs. However, alterations of lipid metabolism are also present in other
MNDs.
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Lipid alterations in other motor neuron diseases

Motor neuron degeneration is present in several diseases that complete the spectrum of motor
neuron disease with ALS. The role of lipids in those diseases is poorly understood, although
some lines of evidence exists.

Progressive muscular atrophy (PMA) is rare subtype of ALS characterized by loss of lower
motor neurons. To our knowledge, only one report described alterations of circulating lipids
in two patients with a PMA syndrome (Yao, Cannon et al. 1983). However, these patients
suffer from other neurological disorders making difficult to reach a conclusion.

Spinal bulbar muscular atrophy (SBMA) is characterized by progressive muscle atrophy and
degeneration of lower motor neurons in the brain stem and spinal cord. Role and regulation of
lipids have not been accessed in SBMA patients, although androgen receptors are known to
modulate lipid metabolism (Singh, Artaza et al. 2006). Indeed, the analysis of the muscle
transcriptome of SBMA mice revealed that several differentially regulated genes relate to
lipid metabolism, from an energetic and a structural point of view (Mo, Razak et al. 2010).
For instance, the phospholipase A2, group VII (PLA,g7) is downregulated in the muscles of
SBMA mice. PLA,g7 degrades phospholipids to release poly-unsaturated fatty acid and, in
muscle, it is involved in the differentiation of myoblasts (Xiao, Pepe et al. 2012) and
reduction of adiposity (Rao, Asadi-Lari et al. 2006). Ddit4] is another example of genes
deregulated in SBMA mice. Ddit4l, also known as REDD2, is involved in muscle growth via
stimulation of the IGF1/mTOR pathway and muscle fiber switch from oxidative to glycolytic
metabolism (Pisani, Leclerc et al. 2005; Miyazaki and Esser 2009; Mo, Razak et al. 2010).
SMA is a progressive, recessively inherited, neuromuscular disease. SMA is characterized by
weakness and muscle atrophy due to loss of spinal cord motor neurons. Similarly to ALS,
metabolic abnormality is part of pathophysiology of SMA. In SMA, an initial study reported
normal body mass index in a mixed population of SMA patients with severe to moderate
symptoms. However, in this cohort, the authors described a reduction in fat-free mass but and
an increase in total fat mass (Sproule, Montes et al. 2009). A second study, focusing only on
the most severe form of the disease, described a lower calorie intake than the recommended
dietary allowance in SMA patients, associated to a diminished fat-free mass, but a increase in
total fat mass (Poruk, Davis et al. 2012). These alterations potentially participate to failure to
thrive described in SMA patients. The reason why SMA patients have high fat mass despite
low caloric intake is unclear but strengthen the role of metabolism of lipids in the disease.
Indeed, a misuse of lipids has been documented in SMA patients with various symptom
severities, with an impaired mitochondrial fatty acid beta-oxidation and a loss of free
circulating carnitine, arguing for impairment of fatty acid entry into mitochondria (Tein,
Sloane et al. 1995). The same clinician teams further investigated the role of lipids in SMA.
They described fatty acid abnormalities such as high dicarboxylic acid to ketone ratio when
fasting, or low C12:C14 fatty acid ratio that even decreased with disease duration. These two
parameters are strong markers for fatty acid beta oxidation defects (Crawford, Sladky et al.
1999). The authors concluded that fatty acid abnormality in severe SMA is primary and
general defect, directly caused by the loss of the SMN function.

Additionally, in a transgenic animal model of SMA, deficient for the SMN gene, pups survive
longer when mothers were fed with a diet enriched in lipid content (Table 2). The treatment
also corrected motor dysfunction despite lack of effect on motor neuron survival (Butchbach,
Rose et al. 2010). Recently, a clinical trial investigated the effect of a combined treatment of
valproic acid and L-carnitine in SMA patients, however, no to limited positive effects have
been reported in ambulatory and non-ambulatory SMA patients (Swoboda, Scott et al. 2010;
Kissel, Scott et al. 2011). However, further work is required to assess the role of lipids in
SMA and their therapeutic potential.
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Paths to explore

Clinical studies and basic research undoubtedly demonstrate a particular connection between
lipid metabolism and ALS (Table 4). Contrary to that observed in other neurological diseases,
such as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, or even ageing (Maswood, Young et al. 2004;
Patel, Gordon et al. 2005), high level of lipids positively correlates to better prognosis in
ALS. Preclinical data and clinical studies clearly show that dietary lipid supplementation is a
promising strategy to treat ALS, although there is no extensive clinical research at this level .
We are aware of only two clinical trials based on nutritional intervention. The first is a phase
IT trial that aims to correct malnutrition with high fat dietary supplement in ALS patients
(NCT00983983). The second trial is a phase III that use high ketogenic supplementation (high
fat and low carbohydrate) in ALS patients fed through a gastrostomy tube (NCT01016522).
Both are dedicated to the prevention of malnutrition in ALS patients, and are not designed to
identify benefit on prognosis after high fat diet. In parallel, how patients on and off
respiratory support use diverse nutritional substrates (e.g. lipids) is under investigation
(NCTO00714220), as well as the influence of lipid lowering therapy in ALS (NCT01592084).
There are two additional trials based on pharmacological modulation of energetic metabolism,
using pioglitazone or olanzapine. Pioglitazone is an anti-diabetic drug known to manage
energetic metabolism and to lower level of circulating lipids in patients suffering from
metabolic disorders. This phase II clinical trial has been stopped after interim analysis that
revealed no benefit after treatment on primary and secondary outcomes (Dupuis et al. 2012,
NCT00690118). A phase II/IIl using olanzapine is currently ongoing. Olanzapine is a
neuroleptic drug with metabolic side effects, and investigators treated ALS patients with
olanzapine, based on the weight-increasing effect of the drug (NCT00876772). Study results
have not been released yet. The results of these trials will certainly help to determine whether
modulation of lipids, though supplementation or pharmacology, is a feasible and rational
treatment for ALS, and potentially for other MNDs.

As discussed in this review, the role of lipids in ALS and MND pathophysiology goes beyond
energetic metabolism, to structure and signaling. For example, there is a large spectrum of
drugs targeting sphingolipids that are well characterized in terms of safety and bioavailability.
They could be suitable for ALS patients, once clear targets are identified. A clinical trial has
been very recently registered with the aim to test in ALS patients, the safety and tolerability
of fingolimod, an agonist for sphingosine-1-phosphate receptors (NCT01786174), already
used in multiple sclerosis to lower neuroinflammation in the CNS. In addition to
pharmacological agents, dietary supplementation with neuroprotective and anti-inflammatory
fatty acids, or derivatives, is worthy of further characterization. Altogether, alterations of lipid
metabolism in MND deserve further work that will undoubtedly lead to new and interesting
therapeutic options for patients.
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Table 1: Altered energetic metabolism in ALS patients

Cohort size
Items (ALS patients) Outcomes

References

Basal metabolism in ALS

N=62 ALS patients are hypermetabolic.

N=44 ALS patients are hypermetabolic.

Epidemiologic and risks to ALS
High carbohydrates and low fat intakes increase ALS

N=153 risk.

High prediagnostic body fat is associated with a

N=222 decreased risk of ALS mortality.

Lipids and prognosis in ALS

N=369 High LDL/HDL ratio correlates to longer survival.
N=658 Hyperlipidemia does not correlate to longer survival.
_ Low level LDL/HDL ratio correlates to respiratory
N=658 ;
dysfunction.
N=285 Low BMI correlates to faster decline.
N=92 Poor nutritional status is associated with higher mortality.

High triglycerides or cholesterol correlates to longer

N=488 survival.

N=427 High BMI correlates to longer survival.

N=77 Fast reduction of BMI predicts faster decline.

N=150 High BMI correlate to slower ALSFRS score decline.

N=62 High subcutaneous fat positively correlate to survival.

(Desport, Preux et al. 2001)

(Funalot, Desport et al. 2009)

(Okamoto, Kihira et al. 2007)

(Gallo, Wark et al. 2013)

(Dupuis, Corcia et al. 2008)
(Chio, Calvo et al. 2009)

(Chio, Calvo et al. 2009)

(Jawaid, Murthy et al. 2010)

(Marin, Desport et al. 2011)

(Dorst, Kuhnlein et al. 2011)

(Paganoni, Deng et al. 2011)

(Shimizu, Nagaoka et al. 2012)

(Reich-Slotky, Andrews et al. 2013)

(Lindauer, Dupuis et al. 2013)



Table 2: Altered energetic metabolism in mouse models of MNDs.

Model Cohort size Conclusion Reference
ALS
SOI?ILC(;%A N=8 Altered composition of lipids in spinal cord. (Cutler, Pedersen et al. 2002)
Ners Dt temeotals - (oupi vl 2009
SOD1 G86R P Y g
and G93A mice . . .
N=13 ngh fat diet delays disease onset and extent (Dupuis, Oudart et al. 2004)
survival.
SOD .G93A N=27 The ketogenic diet protects against motor neuron (Zhao, Lange et al. 2006)
mice death.
SOD1 G86R
and G93A N=10-15 Hypolipidemia is found in SOD1 mice. (Fergani, Oudart et al. 2007)
mice
SOD1 G93A N= 49 females Calonc rfastr}cjuon shofcen.s llﬁ?span thrqugh an
mice N=31 males increase in lipid peroxidation, inflammation and (Patel, Safdar et al. 2010)
apoptosis.
SODI' GI93A N=30 males Hypohpldfemla is present at the presymptomatic (Kim, Kim et al. 2011)
mice stage of disease.
SMA
SMN1 Qeﬁ01ent N=30 males Hypollpldpmla is present at the presymptomatic (Butchbach, Rose et al. 2010)
mice stage of disease.



Table 3: Effect of exercise in ALS.

Cohort Outcomes

References

SOD1 mice G93A

High frequency and amplitude training support in motor neuron
survival.

Moderate frequency and amplitude training support motor
neurons survival.

Benefits of training might come from the enrichment of the
environment.

ALS patients

Regular moderate physical exercise should be recommended.

Higher release of ROS during exercise suggests that design of
training should be considered with caution.

Benefits of moderate aerobic exercise.

(Deforges, Branchu et al. 2009)

(Carreras, Yuruker et al. 2010)

(Gerber, Sabourin et al. 2012)

(Drory, Goltsman et al. 2001)

(Siciliano, D'Avino et al. 2002)

(Bello-Haas, Florence et al. 2007)



Table 4: Ongoing clinical trials in ALS

- . . Estimated
Items Clinical trials Status Study type Intervention Enrollment Study
Exercise
NCT01650818  Recruiting Interventional Endl.lrfince 40 Aerobic Exercise Training in
training ALS
NCT01521728  Recruiting Interventional Resmtqnce 60 Trial of Reswtgncg and
exercise Endurance Exercise in ALS
Dietary supplement
NCT00983983  Active  Interventional Oxepa 30 High Fat/ nggLCSalO“e Trial in
NCT01016522  Terminated  Interventional KetoCal NA Safety and Tolerab%hty of the
Ketogenic Diet in ALS
Basal metabolism
Quantitative Measurement of
NCT00714220  Recruiting Observational / 150 Nutritional Substrate Utilization
in Patients with ALS
NCT01592084  Completed  Observational / 267 Hyperlipidemia and statin
Therapy in ALS
Pharmacology
Pioalitazone Study of Pioglitazone in Patients
NCTO00690118  Terminated  Interventional & 219 With Amyotrophic Lateral
(45 mg/day) 3 .
clerosis
. Olanzapine for the Treatment of
. Olanzapine . . .
NCTO00876772 Unknown Interventional 40 Appetite Loss in Amyotrophic
(10 mg/day)

Lateral Sclerosis (ALS)



Figure legends

Figure 1: Biological functions of lipids for the motor axis, in ALS. Lipids are involved at
different level in the cells. They provide energy, promote cell signaling and participate to
cellular structure. Below the main functions are described the lipid alterations found at
different levels in ALS.
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Nous avons exposé dans I'Introduction les nombreuses altérations patho-
physiologiques atteignant différents types cellulaires chez les organismes affectés par
la SLA. L'implication de I'hnypermétabolisme dans la modulation des atteintes cellulaires
est aujourd'hui une hypothese fortement envisagée. La dyslipidémie avérée chez les
patients et les souris suggere une forte influence du métabolisme lipidique dans
I’évolution de la pathologie. Néanmoins les raisons de cet hypermétabolisme et cette
dyslipidémie, ainsi que leurs répercussions exactes sur I'organisme, restent encore, a
I'neure actuelle, sans réponses. Le ro6le du muscle dans ces altérations énergétiques est

fortement suspecté en raison de sa forte demande énergétique.

Dans ce contexte, |'objectif de cette these était de mieux comprendre les différents
mécanismes physio-pathologiques mis en jeux au cours du développement de la SLA.
Une analyse du transcriptome musculaire des patients SLA et souris SOD1m a permis
d’identifier des modifications d’expression de geénes impliqués dans le métabolisme
lipidique. Cette analyse globale fut la premiere étape qui donna naissance a mon projet

de these.

Mes travaux s’articulent autour de I'étude du géne codant pour la stéaroyl-
coenzyme A désaturase 1 (SCD1), une enzyme du réticulum endoplasmique, dont
I'expression est altérée au cours de la pathologie. Cette enzyme du métabolisme
lipidique catalyse la transformation des acides gras saturés en acides gras mono-
insaturés par l'ajout d'une double liaison. Comme nous l|'avons vu précédemment
(revue 1) l'état de saturation des acides gras ainsi que leur concentration dans

I'organisme a de nombreuses répercussions sur le fonctionnement cellulaire.

e Le premier chapitre de cette theése traitera de |'analyse des variations de
concentrations en acide gras chez les souris SOD1m, au niveau circulant et
hépatique. Cette analyse portera plus particulierement sur les modifications

témoignant du changement d’activité enzymatique de la SCD1.

e Le second chapitre sera destiné a I'étude de l'influence d’une modulation
d’expression et d’activité de la SCD1 sur la fonction neuro-musculaire. Cette
étude est basée sur l'analyse des fonctions motrices de souris transgéniques
invalidées pour le gene scdl, mais également sur les effets d'une inhibition

pharmacologique de cette enzyme.
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Le dernier chapitre sera consacré a l'analyse d’un traitement pharmacologique
administré a des souris SOD1m, basé sur la modulation de I'activité de la SCD1.
L'objectif de cette étude est de comprendre les répercussions d’'une modification

de l'activité de la SCD1, sur I'axe neuro-musculaire d’'une souris SOD1m.
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Résultats
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Chapitre I1:

Analyse du profil
d'acides gras des souris
SOD1m

(Article en préparation ci-aprés)
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I.1 Profil d'acides gras

Nous avons vu en Introduction que les souris SOD1m et les patients SLA
souffraient d’'un hypermétabolisme et d’une dyslipidémie (Desport et al. 2001; Dupuis
et al. 2008; Dupuis et al. 2004; Fergani et al. 2007). Dans le modele SOD1m, ces
modifications métaboliques peuvent étre contrées par une alimentation enrichie en
gras, permettant une diminution de la perte des motoneurones et une augmentation de
la survie des animaux. Ces observations nous ont conduits a mener une analyse
approfondie du profil des acides gras (AG) sériques et hépatiques chez les souris
SOD1m. L’objectif de cette étude était de voir quelles étaient les altérations apparues
chez les animaux, mais également de vérifier si ces modifications de concentrations en
AG étaient détectables précocement, et si, dans ce cas, ces derniers pouvaient

représenter de potentiels biomarqueurs utilisables pour le suivi de la pathologie.

I.1.1 Utilisation d’'une chromatographie gazeuse

Les profils d’acides gras présents dans le sérum et les tissus refletent un état
métabolique général et un équilibre entre les voies de synthéses et de dégradations
des différentes espéces lipidiques. Pour analyser ces profils, nous avons utilisé la
technique de chromatographie en phase gazeuse, tres fréquemment exploitée pour ce
type d’analyses. Ce procédé permet une identification plus précise a celle envisageable

par chromatographie sur plaque.

I1.1.2 Chromatographie gazeuse

La chromatographie gazeuse (GC) apparue en 1952 (A.J.P MARTIN et R.L.M
SYNGE) a connu son age d’or dans les années soixante et n‘a jamais cessé d’évoluer
jusqu’a ce jour, notamment grace aux progres de l'instrumentation et de I'analyse. La
GC permet de séparer différentes molécules d’une solution ou mélange pouvant étre
tres complexe. Elle s’applique parfaitement a I'’étude de composés pouvant étre
vaporisés, par chauffage, sans risque de dégradation. Dans notre cas, nous avons
procédé a une extraction des AG du sérum et du foie de souris SOD1m, a l'aide de la
méthode modifiée de Bligh et Dyer (Bligh and Dyer 1959).
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Cette méthode d’extraction est basée sur |'utilisation d’'un mélange apolaire méthanol-
chloroforme permettant la séparation des protéines et des lipides. Aprées centrifugation
et transesterification, les AG sont collectés dans de I'heptane (Figure 9). Cette solution
est ensuite injectée dans la colonne du chromatographe et diffusée a travers la colonne
a l'aide de I'hélium, ici utilisé comme gaz vecteur (se référer a la partie Matériels et
Méthodes du Manuscrit 1, ci-apres). Les composés vont migrer au sein de la colonne et
se séparer en fonction de leurs affinités avec la phase stationnaire, intrinseque a la
colonne. Le temps de rétention, qui sera par la suite analysé et comparé a celui d’un
standard et qui dépend de cette affinité, traduit le temps entre l'injection de la solution

dans la colonne et l'apparition du signal du soluté au niveau du détecteur (Figure 10).

I.2 Stratégie et plan expérimental

Les AG influencent les aspects énergétiques, structuraux et de communication
cellulaire. Ils possedent également un réle clé dans le systeme nerveux central (SNC)
et interviennent tant dans les fonctions cognitives que dans les aspects
neuroinflammatoires ou neuroprotectifs (voir revue en Annexe de la thése). De ce fait,
il nous a paru important d’étudier les modulations de concentration des AG dans la
SLA. La longueur et le nombre d'atomes de carbones insaturés trouvés dans la chaine
carbonée d'AG refletent les grands aspects du métabolisme lipidique. Nous avons
étudié, par GC, les concentrations sériques et hépatiques des différentes especes d’AG

chez les souris SOD1m a des dges asymptomatiques et symptomatiques.

I.2.1 Levée de rideau sur SCD1 : Historique et implication dans la pathologie

Une analyse détaillée du transcriptome musculaire de patients SLA et de souris
SOD1m a été réalisée au sein du laboratoire, afin d'identifier les altérations de génes
impliqués dans le métabolisme lipidique (Gonzalez de Aguilar et al. 2008; Pradat et al.
2012). De cette étude ont été identifiés un certain nombre de génes, dérégulés dans la

pathologie. L'un d'eux, le géne scd1, a conduit a I'élaboration de ce projet.

Ce gene code pour une enzyme du réticulum endoplasmique, la stéaroyl coenzyme A

désaturase 1 (SCD1). Cette enzyme, aussi appelée A-9 désaturase, est impliquée dans
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Extraction

Prélevements sanguins (500ul) tubes lithium héparine
Centrifugation (2000 g, 10 minutes, 4° C)

200ul d’échantillon +2ml chloroforme /méthanol (1/2;v/v) vortex, sonicateur
Icuber 2h, +4°C, obscurité

Ajouter 500ul de chloroforme
Pour éliminer les contaminants ajouter 625l de KCL (0,88%)

Centrifugation (15°C, 2500g, 5 minutes)

Elimination du surnageant (chloroforme/méthanol/eau; 3/48/47)
Conservation de la phase inférieure (chloroforme/méthanol/eau; 86/14/1)
Mélanger la phase inférieure avec 1mL de « phase supérieure de Folch »
(CHCI3:Methanol:H20; 3:48:47)

Vortex, sonicateur
Centrifugation (2500g, 5 minutes)

Récupération de la phase inférieure, organique

Saponification / Méthylation = Transeterification

Evaporer sous flux d’azote la phase récupérée précédemment
Transesterifier par ajout de 100 pl de méthanol + 100 pl d’hydroxyde de potassium (2M)
Incuber 20 min, RT

Ajouter 200 pl d’heptane pour stopper la réaction
Centrifugation (2000g, 5 minutes, 15° C)

Récupérer 100 pl de la phase supérieure (possible de concentrer les échantillons)

Volume d'injection 1ul en mode splitless

Figure 9: Protocole d’extraction d’acides gras selon la méthode
modifiée de Bligh et Dyer
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Figure 10 : Schéma d’une installation de chromatographie en phase
gazeuse (GC) et chromatogramme.

La GC est constituée d’'une colonne dans laquelle est injecté le mélange a analyser.
La colonne est chauffée dans un four permettant une bonne vaporisation du
mélange. Le mélange progresse jusqu’au détecteur grace a un gaz vecteur (ici
I’'hélium). Les résultats sont ensuite amplifiés puis analysés. Le chromatogramme
obtenu lors d’une analyse de GC permet d’identifier les acides gras présents dans le
meélange injecté dans la colonne en fonction du temps de rétention de ces derniers
dans la colonne. Les acides courts sortiront les premiers, les acides gras longs dans
un second temps.



le métabolisme lipidique et catalyse la désaturation des acides gras saturés (SFA:
saturated fatty acids) provenant soit de I'alimentation, soit de la lipogenese hépatique,
en acides gras mono-insaturés (MUFA: monounsaturated fatty acids). On trouve parmi
les substrats de cette réaction le palmitate (C16:0) et le stéarate (C18:0), tous deux
sont des SFA, dont dérivent, respectivement, le palmitoléate (C16 :1 n=9) et I'oléate
(C18 :1 n=9), des MUFA (Enoch et al. 1976). L'action de la SCD1 se traduit par
I'introduction d'une double liaison dans le squelette carboné des AG, en position A-9, a
partir de I'extrémité carboxy-terminale (Figure 11). En tant que désaturase, SCD1
contient un atome de fer non-héminique, relié au site actif par des résidus histidines
(Shanklin et al. 1994). Ses extrémités C et N terminales sont cytoplasmiques, tout
comme les acides aminés du site actif (Figure 12). Classiquement on trouve 2
isoformes de SCD chez I'humain (SCD1 et SCD5), et 4 isoformes chez la souris (SCD1,
2, 3 et 4). Une forte homologie de séquence existe entre la SCD1 humaine et les SCD
murines (85% d’homologie), en revanche l'isoforme SCD5 semble nettement moins
proche (pour revue voir (Flowers and Ntambi 2008)). Cette derniere enzyme n'a
jusqu'a présent jamais été associée a des pathologies nerveuses, mais est couramment
étudiée dans les atteintes métaboliques, notamment dans le développement de
I'obésité (Ortinau et al. 2013).

I.2.2 Données du transcriptome et justification du choix de la SCD1

L'analyse du transcriptome musculaire a révélé une diminution de |'expression
de SCD1 au niveau musculaire chez les souris SOD1m ainsi que dans un groupe de
patients SLA (Gonzalez de Aguilar et al. 2008; Pradat et al. 2012). Le groupe
précédemment cité était constitué de patients SLA chez lesquels I'état d'atrophie
musculaire de la biopsie analysée n'était pas avancé et dont les signes cliniques et
électromyographiques étaient absents. La diminution d'expression de la SCD1 observée
nous a paru particulierement intéressante car les souris invalidées pour le géene scd1
présentent des aspects métaboliques proches des souris SOD1m. En effet, les souris

scd1-/- sont maigres et hypermétaboliques (Ntambi et al. 2002).

Ainsi I'hnypermétabolisme détecté chez les souris SOD1m pourrait relever de cette

baisse d’expression de la SCD1 et des modifications de ses voies de signalisation.
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Figure 11 : Représentation de I'activité enzymatique de la SCD1 et
destination des produits de la réaction.

L'activité enzymatique de la SCD1 permet la désaturation des acides gras saturés
(saturated fatty acids, SFA) en acides gras mono-insaturés (monounsaturated
fatty acids, MUFA). Les MUFA sont ensuite utilisés pour la synthése de
phospholipides (PL) de triacylglycérols (TAG) et d’esters de cholestérol (CE)
intervenant dans les structures membranaires, la signalisation cellulaire et le
stockage des lipides a des fins énergétiques.
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Figure 12 : Réaction enzymatique et représentation schématique de la
SCD1.

A: Réaction enzymatique principale catalysée par la SCD1: représentation
schématique du transfert d’électrons lors de la désaturation d’acides gras médiée
par la SCD1.

B: Représentation schématique de I'association de la SCD1 avec la membrane du
réticulum endoplasmique. Les chiffres de I a IV représentent les quatre domaines
transmembranaires. Noter que, les extrémités NH,- et COOH-terminales de SCD1
sont orientées vers le cytoplasme. Les deux boucles coté lumen sont petites
comparées aux boucles cytoplasmiques qui contiennent les motifs histidinyl
essentiels a l'activité catalytique de I'enzyme (positions 92, 97, 222, 233, 322).

(Man et al., 2006) http://0-
ajpendo.physiology.org.library.pcc.edu/content/297/1/E28/F2.large.jpg



I.3 Résumé des résultats

Le profil d’acides gras circulants a été obtenu apres extraction et séparation des
lipides neutres. Les acides gras liés au glycérol des triglycérides, diglycérides,
monoglycérides, et aux esters de cholestérols, ont été analysés par GC. Nous avons
obtenu un profil global, permettant d’identifier une quinzaine d’AG, allant de l'acide

palmitique (C16) a I'acide docosahexaenoic (C22 :6 oméga 3).

I.3.1 Altération du profil d'acides gras dans le sérum des souris SOD1m

A un stade précoce de la pathologie et en |'absence d’altération clinique
détectable a I'EMG, le profil circulant des souris SOD1m apparait normal en
comparaison de celui des animaux sauvages. En revanche, dés les premiers signes
électromyographiques, le profil des souris SOD1m présente des perturbations de
concentrations pour différentes especes d’AG. Ainsi on remarque une forte diminution
des MUFA et une forte surreprésentation des PUFA. On observe par exemple une
diminution d’acide palmitoléique (C16 :1) (Controle : 3,1%, SOD1m :2,1%, p<0,05)
d’acide oléique (C18 :1) (Controle :31,5%, SOD1m : 26,4%, p<0,05), une
augmentation d’‘acide decosahexaenoic (C22 :6 oméga 3) (Contréle :2,1%,

SOD1m :3,9%,p<0,05) (Tableau dans I'article 1, en préparation ci-apres).

I.3.2 Altération du profil d'acides gras dans le foie des souris SOD1m

Au niveau hépatique, centre principal du métabolisme lipidique, un certain
nombre d’altérations ont également été détectées. On trouve un niveau d'AG similaire
entre les animaux SOD1m et leurs homologues sauvages a un stade asymptomatique.
Toutefois, on notera la diminution précoce de l'acide alpha-linolénique (C18 :3), ainsi
gu’une tendance a I'augmentation du niveau de SFA chez les souris SOD1m (Contrdle :
29,5%, SOD1m :32,5% p<0,09). A un stade précoce de la pathologie on observe une
diminution de (C16:1)( Contréle: 3,6% SOD1m 2,6%, p<0,05) et de
(C18 :1)(Controle : 40,2%, SOD1m 30,3%, p<0,05) (Tableau dans l'article 1, en

préparation ci-apres).
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I.3.3 Baisse de l’activité de la SCD1 et modulation pharmacologique

On remarque que le rapport produits/substrats de la réaction catalytique de la
SCD1, décrit dans la littérature comme marqueur de l'activité enzymatique, est
diminué lors des premiers signes de dénervation détectables a I'EMG (Attie et al.
2002). Cette baisse d’activité est conservée a un stade avancé de la pathologie. Ces
résultats ont été confirmés par RT-PCR quantitative et par western blot, qui montrent
une baisse hépatique de I'expression de la SCD1, ainsi qu’une diminution protéique.
Ainsi les changements observés dans les profils d’acides gras hépatiques et sériques

semblent traduire une baisse d’activité de la SCD1.

Afin de vérifier I'implication de la SCD1 sur les profils d’AG observés, nous avons
engagé un traitement pharmacologique visant a supprimer l'activité enzymatique de la
SCD1 chez des souris sauvages (se référer a la partie Matériels et Méthodes de I'article
en préparation ci-apres). L'utilisation d’un inhibiteur de I'activité de la SCD1 reproduit
les grandes lignes des profils d’AG retrouvés chez les souris SOD1m.

De plus, I'analyse des niveaux circulants des triglycérides (TG) a montré que la baisse
des niveaux de TG apparait a la phase symptomatique de la maladie chez les souris
SOD1m. Le traitement avec l'inhibiteur de I'activité de la SCD1 administré a des souris
sauvages reproduit cette baisse du niveau de TG circulants. De méme lI'analyse du
niveau circulant de cholestérol a montré une baisse de ce niveau chez les souris
SOD1m a l'apparition des symptomes. Baisse du niveau de cholestérol également

observée chez les souris sauvages traitées avec l'inhibiteur de I'activité de la SCD1.

Suite a ces observations nous avons cherché a restaurer I'expression et 'activité
de la SCD1 chez les souris SOD1m lors de l'apparition des premiers symptomes, afin
de vérifier si une telle restauration avait un impact sur I'état métabolique et I'état

d’innervation des souris SOD1m.

I.3.4 Restauration de I'activité de la SCD1 chez les souris SOD1m

L'utilisation d’un agoniste synthétique du récepteur liver X receptor (LXR), le
TO901317 (Alexis Biochemicals, San Diego, Etats-Unis) permet une augmentation

hépatique de |'expression de la SCD1, chez les souris sauvages et les souris SOD1m.
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Les souris SOD1m traitées avec I'agoniste LXR présentent un niveau d'expression de la
SCD1 hépatique supérieur a celui des souris sauvages contrbles et également supérieur
a celui des souris SOD1m contréles. L'activité relative de la SCD1 mesurée par GC est

également restaurée apres traitement avec I'agoniste LXR.

L'utilisation de I'agoniste LXR permet une restauration du niveau de TG circulants chez
les souris SOD1m et permet une augmentation de la concentration de cholestérol

circulant chez les souris SOD1m et les souris sauvages.

Voici a présent ces résultats sous forme d'article (en préparation)
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Article 1

Systemic reduction of Stearoyl-CoA Desaturase 1 activity occurs at
onset of muscular denervation and promotes profound metabolic

changes in animal model of amyotrophic lateral sclerosis.

Florent SCHMITT, Alexandre HENRIQUES, Thiebault LEQUEU, Ghulam HUSSAIN,
Sylvie DIRRIG-GROSH, Francoise BINDLER, Eric MARCHIONI, Jose-Luis GONZALEZ de
AGUILAR, Jean-Philippe LOEFFLER.

En préparation
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal condition caused by the selective
degeneration of upper and lower motor neurons. Lower motor neurons connect the spinal
cord and brainstem to skeletal musculature. Energetic metabolism suffers many
alterations in ALS patients, including higher energy expenditure and dyslipidemia. We
aimed to assess the regulation of energetic metabolism in an animal model of ALS, the
SOD1 mice, by the study of the composition in fatty acids of energetic lipids in the serum
and in the liver. We found that the major alterations start at onset of denervation and
relate to SCD-1 activity, an enzyme that catalyzes the conversion of saturated (SFA) to
mono-unsaturated fatty acids (MUFA). Indeed, fatty acid profile of SOD1 mice is
characterized by lower proportion of MUFA at symptomatic disease stage and reduced
relative activity of SCD-1 what coincides with onset of muscular denervation. Reduced
activity of SCD1 is associated to lower de novo lipogenesis and reduced levels of
circulating lipids. We showed that pharmacological inhibition of SCD1 activity in wild type
animals reproduces the same traits of energetic disturbances, and that upregulation of
SCD-1 reverse the metabolic phenotypes in SOD1 mice. Our fatty acid profile indicates a
major shift in energetic metabolism at disease onset orchestrated, at least partially, by a
reduced SCD1 activity.



INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is degenerative disease characterized by progressive loss
of upper and lower motoneurons. As a result of neurodegeneration, patients present
progressive muscular weakness evolving towards atrophy and paralysis. First symptoms
develop at adulthood between 40 and 70 years of age and death occurs 2 to 5 years after
diagnosis.

Lipid species are various molecules, ranging from pure energetic supplies to key structural
player, and all are formed with at least one fatty acid. Several reports point the lipid
metabolism to the pathophysiology of ALS. Patients often present higher resting energy
expenditure and lower body mass index. We and others have recently shown that patients
with dyslipidemia present with slower decline and extended life expectancy(Dupuis et al.,
2008, 2011). An animal model of ALS, the SOD1 mice, reproduces the hypermetabolism
trait of ALS, and high fat diets preserve their motor functions, protects their neuromuscular
axis and extent their life expenctancy (Dupuis et al., 2004).

The length and the number of saturations present in the carbon chain relate to the
management of energetic metabolism (Vessby et al., 2002), and altered fatty acids
repartition correlates with enhanced lipogenesis or, in the contrary to increased beta
oxidation. Fatty acids have many effects on the central nervous system too. Polyunsaturated
fatty acids (PUFA) have a role in cognitive functions, neuroprotection and neuroinflammation
(Bazan et al., 2011; Rao et al., 2012). Moreover, we have recently identified a novel role for
Stearoyl-Coa Desaturase-1 (SCD-1), an enzyme converting saturated (SFA) to mono-
unsaturated fatty acids (MUFA). In wild type animal, a low activity of SCD-1 support
peripheral axonal regeneration (Hussain et al., 2013).

The aim of the study is to decipher the rearrangement taking place in lipids in ALS. We
focused on the balance between different classes of fatty acids in SOD1 mice at different
disease stages. We used gas chromatography to identify the repartition of fatty acids in the
serum and the liver in an animal model of ALS, the SOD1 G86R mice. Alterations were
further investigated at biomolecular and physiological levels.

By this mean, we sought to study the alterations in the energetic metabolism of an animal

model of ALS and their impacts on the disease course.



METHODS

Animals

FVB/N mice overexpressing the murine G86R SOD1 mutation (SOD-1 mice) (Ripps et al.,
1995), were maintained in our animal facility at 23°C with a 12 hours light/dark cycle. They
had water and regular A04 rodent chow ad libitum. Age-matched non-transgenic female
littermates served as controls. Stearoyl-CoA desaturase activity has been inhibited with the
pharmacological agent MF-438, or (3-(5-methyl-[1,3,4]thiadiazol-2-yl)-6-[4-(2-
trifluoromethyl-phenoxy)-piperidin-1-yl]-pyridazine (Prestwick Chemical, Illkirch, France).
FVB/N mice were fed with A04 chow ad libitum containing 0.00625% (w/w) MF-438 (Safe,
Augy, France), which provided a daily dose of 10 mg/kg body mass, as calculated on a basis
of 4 g of food intake per day and 25 g of averaged body mass. Age-matched littermates fed
on regular A04 chow pellet (Safe, Augy, France) served as controls. Stearoyl-CoA
desaturase 1 has been upregulated with the pharmacological agent TO901317 (Alexis, San
Diego, USA). Mice were daily treated with TO901317 (15mg/kg/day) diluted in vehicle
solution for 7 days. Control mice were treated with the vehicle solution only (0.9% NaCl,
10% DMSO). Animal experiments followed European Union regulations (Directive
2010/63/EU), were approved by the ethical committee of the University of Strasbourg (No.
AL/01/20/09/12) and performed by authorized experimenters (No. A67-402).

Samples collection

After deep anesthesia with sodium pentobarbital (120mg/kg, Ceva Santé Animale, France),
electromyograms were obtained with a standard electromyography apparatus (Dantec, Les
Ulis, France), in accordance with the guidelines of the American Association of
Electrodiagnostic Medicine. A concentric needle electrode (no. 901350011, diameter 0.3
mm; Medtronic, Minneapolis, MN) was inserted in the gastrocnemius, and a monopolar
needle electrode (no. 9013R0312, diameter 0.3 mm; Medtronic) was inserted into the tail of
the mouse to ground the system. Only spontaneous activity with at least 50 pV of amplitude
was considered. Right after, whole blood was collected on plain tubes and mice were
transcardially perfused with ice-cold PBS. Liver was rapidly dissected and snap frozen in
liquid nitrogen. Whole blood was centrifuged at 4000 rpm, for 4 minutes, at 4°C, serum was
collected and snap frozen. Samples were kept at -80°C until further steps.

Neutral lipid extraction
Lipids from serum were extracted following a modified version of the Bligh and Dyer method

(Anon, 1959). Briefly, methanol/chloroform solution was added to serum. Centrifugations
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were performed after addition of chloroform and KCl. Lower phases were collected and
mixed with methanol. After a second centrifugation, the lower phase containing the lipids
was collected on glass tubes. Liver samples were weighed, and disrupted with Tissue Lyser
twice at 30 Hz for 3 min each using stainless steel beads and racks precooled at -80°C. After
removing the beads, 1 mL ice-cold Ripa buffer was added per 100 mg of disrupted tissue,
and samples were centrifuged at 2000 g for 10 min at 4°C. A volume of supernatant
corresponding to two mg of proteins, according to the bicinchoninic acid assay, was mixed
with 2.5 mL chloroform/methanol (1:1). After vortex and sonication, samples were
incubated for at least 2-3 hours at 4°C, and centrifuged at 2000 g for 10 min at 4°C.
Supernatants were collected and non-polar lipid fraction was obtained by separation on
Sephadex columns.

Neutral lipids were transmethylated with methanol and potassium hydroxide, and collected
in heptane. The fatty acid methyl esters (FAMEs) were stored at -20°C until further steps.

Gas chromatography

Gas chromatography was performed with 1pL of FAMEs, using a Varian 3400 CX
chromatograph fitted with a WCOT fused silica capillary column of 100 m x 0.25 mm x 0.20
um (coated with polar highly substituted cyanopropyl CP-SIL 88 phase). The temperature
gradient in the oven ranged from 80 to 220°C at a rate of 4°C/min. We used helium as gas
carrier. The temperature of the flame ionization detector was set at 270°C. Peaks were
identified by retention time and compared to a standard mix of fatty acid methyl esters
(Supelco 37 and Supelco PUFA-2 Animal Source; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France). Data were expressed as relative percentages. SCD-1 activity index (18:1/18:0) was

determined.

Direct quantifications of lipids

Levels of triglycerides, total cholesterol and free fatty acids were determined with Randox
kits (TR210, CH200, FA115), according to manufacturer’s recommendations. Briefly, the
TR210 kit is based on the hydrolysis of triglycerides to release glycerol that will react with
H,0,. Subsequent enzymatic reactions will produce a colored end-product. Absorbance is
measured at 550nm. CH200 kit is based upon the oxidation of cholesterol to cholestene 3-
one and H,0, by the cholesterol oxidase. The H,0, produced is then dosed upon the same
principle as with the TR210 kit. FA115 kit use Acyl CoA Synthetase, Acyl Coa Oxidase and

peroxidase to produce a purple adduct measured at 550nm.



Real-time quantitative PCR

Total RNA was prepared following standard protocols. Briefly, frozen liver was placed into a
tube containing a 5-mm stainless steel bead. Working on ice, 1 mL Trizol reagent Invitrogen,
Groningen, The Netherlands) was added, and homogenisation was performed in a
TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA) at 30 Hz for 3 min twice. RNA was extracted with
chloroform/isopropyl alcohol/ethanol and stored at —80°C until use. One pg of total RNA was
used to synthesize cDNA using Iscript reverse transcriptase (BioRad Laboratories, Marnes La
Coquette, France) and oligo-dT primer as specified by the manufacturer. Gene expression
was measured using the SYBR green reagent (2x SYBR Green Supermix; Bio-Rad
Laboratories) following the manufacturer’s instructions on a Bio-Rad iCycler. PCR was
performed in optimized conditions: 95°C denatured for 3 min, followed by 40 cycles of 10 s
at 95°C and 30 s at 60°C.

Primers (Eurogentec, Seraing, Belgium) were as follows. Ribosomal RNA 18S (18S): forward
5’-cgtctgccctatcaactttcg-3’, reverse 5'-ttccttggatgtggtagccg-3’; RNA polymerase II (pol2):
forward 5’-aatccgcatcatgaacagtg-3’, reverse 5’'- tcatccattttatccaccacc-3’; TBP: forward 5'-
ccaatgactcctatgaccccta-3’, reverse 5'- cagccaagattcacggtagat -3’; Stearoyl CoA Desaturase 1
(SCD-1): forward 5’-cctacgacaagaacattcaatcc-3’, reverse 5’-cgtctcaagttctcttaatcct-3; Sterol
regulatory element-binding protein 1 (SREBP1): forward 5'-atgctatctccatggcaacac-3/,
reverse 5’- ccaccaagaaacggtgaccta -3’; Fatty acid synthase (FAS): forward 5'-
tctgcagagaagcgagcata-3’, reverse 5'- cccagagggtggttgttaga-3’. Adipose Triglyceride Lipase
(ATGL): forward 5'-cac atc tct cgg agg acc at-3’, reverse 5'- aca gtg tcc cca ttc tca gg-37;
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARg): forward 5’-aat cct tgg ccc tct
gagat-3’, reverse 5’-ttttcaagggtgccagtttc-3’. Relative quantification was achieved by
calculating the ratio between the cycle number (Ct) at which the signal crossed a threshold
set within the logarithmic phase of the gene of interest and that of the normalization factor
determine by GeNorm with the three reference genes (18S, pol2, TBP). Ct values were the
means of duplicates.

Statistics

Data are expressed as the mean+sem. Prism version 5.0a software (GraphPad, San Diego,
CA) was used for statistical analysis. Statistics were performed using unpaired t-test or one
way ANOVA. A p-value of less than 0.05 was considered significant.



RESULTS

Altered fatty acid profile in serum and liver of SOD1 mice

We have previously shown that both ALS patients and SOD1 mice, animal model for ALS,
present with metabolic dysfunctions that impact disease severity. Here, we pictured the
profile of circulating fatty acids of SOD1 mice and wild type littermates.

After lipid extraction and separation, neutral lipids underwent transmethylation. During this
step, fatty acids bonded to the glycerol of triglycerides, diglycerides, monoglycerides and to
cholesterol ester were released and identified by gas chromatography. A total of fifteen fatty
acids, from palmitic (c16:0) to docosohexaenoic acids (c22:6 omega 3), were identified by
gas chromatography. Table 1 presents the proportion of each detected fatty acid, at
presymptomatic and symptomatic disease stage.

At a disease stage when SOD1 mice do not present with motor symptoms, profile of
circulating fatty acid is normal and the balance between saturated (SFA), mono-unsaturated
(MUFA) and polyunsaturated fatty acids (PUFA) remain stable. Discrepancies in the FA
profile of SOD1 mice appear with muscular denervation. At this disease stage, we observed
an abnormal repartition of fatty acids, with a significant shrinkage of MUFA, and a significant
overrepresentation of PUFA (Table 1). Representative altered fatty acids are c18:1 oleic acid
(control: 31.5%, SOD1: 26.4%, p<0.05), c20:4n6 arachidonic acid (control: 6.6%, SOD1:
13.5%, p<0.05) and c22:6n3 decosahexaenoic acid (control: 2.1%, SOD1: 3.9%, p<0.05).
Liver is a major organ for the regulation of lipid metabolism, and has a direct impact on the
composition of circulating lipids. In order to determine the role of liver in the alterations
identified in the serum, we investigated the hepatic pool of fatty acids (Table 1).

The content of fatty acids in the liver is stable at a presymptamic disease stage when
compared to control, despite a significant down representation of the alpha-linoleic acid, an
essential fatty acid. We also noted a trend for higher level of SFA in SOD1 mice, (control:
29.5%, SOD1: 32.5%, p<0.09), a trend that become significant at symptomatic stage
(control: 27.6%, SOD1: 33.0%, p<0.05). After onset of muscular denervation, main
deregulations concerned the balance between SFA and MUFA. The most representative fatty
acids from SFA and MUFA families were respectively over- and downrepresented, suggesting

a loss of activity in the conversion of SFA towards MUFA.



Disease progression and SCD-1 relative activity in SOD1 mice.

Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD-1) is the enzyme responsible for the conversion of palmitic
and stearic acids (SFA) to palmitoleic and oleic acids (MUFA). As levels of SFA and MUFA are
altered in both the serum and liver of SOD1 mice, we sought to determine how the relative
SCD-1 activity is modulated, at different disease stages. Disease evolution in SOD1 mice is
well defined. A long asymptomatic phase precedes the onset of denervation. Later, the
symptomatic phase is characterized by muscular denervation, and can be subdivided in early
and late groups. Early symptomatic mice present with muscular denervation, as shown by
electromyography, but no alterations of the motor phenotype. Late symptomatic mice had
strong muscular denervation, impaired hind limbs extension and gait impairments (Fig. 1A).

At presymptomatic disease stage, relative SCD-1 activity is similar between SOD1 mice and
controls. However, we found a reduction in the relative activity of this enzyme, both in the
serum and in liver of symptomatic SOD1. Interestingly, the reduction in SCD-1 activity
starts at the early disease stage, when muscular denervation is noticeable by
electrophysiology but is not associated to motor dysfunctions (Fig. 1B). Later, when motor
impairment is well established, SCD-1 activity further decreased in the serum of SOD1 mice
(control: 100%, early symptomatic SOD1 mice: 71.9%, late symptomatic SOD1 mice:
57.7%, both p<0.05 to control). Relative SCD-1 activity is strongly impaired in liver too at
symptomatic age (control: 100%, early symptomatic SOD1: 54.7%, late symptomatic
SOD1: 60.3%, p<0.05). The loss of function of SCD-1 is explained by transcriptional
dowregulation and reduced level of SCD-1 protein in early symptomatic (Fig. 1D). Taken
together these results show a loss of SCD-1 activity in neutral lipids that correlates with

onset of denervation in an animal model of ALS.

Pharmacological inhibition of SCD-1 reproduces metabolic phenotype of SOD-1
mice in non-transgenic animals

SCD-1 is a key enzyme for fatty acid anabolism and its activity impacts fatty acid beta-
oxidation, insulin sensitivity and also in inflammation (Sampath and Ntambi, 2011). We first
hypothesized that reduced relative activity of SCD-1 contribute to the overall deregulation of
energetic metabolism in SOD1 mice. To assess our hypothesis, we treated non transgenic
mice with an inhibitor of SCD-1 activity, the pharmacological agent MF-438, and compared
their metabolic profile to symptomatic SOD1 mice. Upon treatment, relative SCD-1 activity
was drastically reduced and the fatty acid profile recapitulates the main features of the

profile of symptomatic SOD1 mice (Table 2), such as a loss of MUFA, the product of SCD-1.



SOD1 mice are leaner and present with lower triglycerides and cholesterol levels (Dupuis et
al., 2004). The pharmacological inhibition of SCD-1 in non-transgenic mice induced a severe
drop in body mass, as expected (Ntambi et al., 2002) despite normal food intake (Fig. 2.A)
and a reduction of triglyceride and total cholesterol levels, similarly to SOD-1 mice (Fig.
2.B). To decipher the regulation taking place in SOD1 mice, we performed quantitative PCR
to assess the transcriptional regulation of genes involved in lipid metabolism, in liver (Fig.
2C). At symptomatic disease stage, we found marked downregulations of SCD-1 and FAS,
two enzymes directly responsible for the transformation of lipids for energy storage (Jensen-
Urstad and Semenkovich, 2012), and SREBP-1c, the transcription factor that controls the
expression of genes involved in the de novo synthesis of lipids, such as SCD-1 and
FAS(Mauvoisin et al., 2007; Kumadaki et al., 2008). Interestingly, pharmacological inhibition
of SCD-1 reproduces the same scheme in non-transgenic mice. Expressions of SCD-1, FAS
and SREBP-1 are strongly impaired by more than a factor 2 in SOD-1 and MF438 treated
mice, compared to control mice (Fig. 2C).

Taken together, these data suggest that loss of function of SCD-1 participate to the reduced

anabolic metabolism and to hypolipidemia found in SOD1 mice.

Upregulation of SCD-1 corrects metabolic phenotype of SOD-1 mice.

To ascertain our observation, we next sought to restore SCD-1 activity and proper
anabolism in SOD1 mice. We took advantage of TO-901317, an agonist of the nuclear
receptor LXR that promotes, among other targets, SCD-1 expression, and we treated non-
transgenic and SOD1 mice. As expected, TO-901317 increased SCD-1 activity in wild type,
but also in symptomatic SOD1 mice (Fig. 3A). Upon treatment, body mass was not affected
in wild type and SOD1 mice presented a similar weight loss when compared to untreated
SOD1 mice (Fig. 3B). Alongside with increased relative SCD-1 activity in SOD-1 mice, TO-
901317 was able to stimulate the expression of lipogenic genes in liver that are
downregulated in SOD-1 mice, such as SCD-1, FAS and SREBP-1 (Fig. 3.C), and to
enhanced triglyceride and cholesterol levels, that are usually drastically reduced in
symptomatic SOD1 mice.

Altogether, these results show that alterations of lipid metabolism in SOD1 mice are
associated to loss of SCD-1 function and that pharmacological stimulation of SCD-1
expression is sufficient to restore normal values for circulating lipids and hepatic

metabolism.



DISCUSSION

Composition of lipids in fatty acids relates to regulations of energetic metabolism. In the
present study, we analyzed the repartition of fatty acids of neutral lipids, at different disease
stages in an animal model of ALS, the SOD1 G86R mice.

Based on our chromatograms, the profile of fatty acids is unaltered at presymptomatic
disease stage, but profound alterations appear with muscular denervation detected by
electropmyography, when motor dysfunctions are not established in SOD1 mice. Serum and
hepatic lipids of symptomatic SOD1 were characterized by a reduction of the conversion of
SFA to MUFA, catalyzed by SCD-1, which goes along with a downregulation of the hepatic
lipid anabolism. SCD-1 is a well-known enzyme responsible for the storage of lipid reserves
in the body. High SCD-1 activity is associated to synthesis of fatty reserves and insulin
resistance (Garcia-Serrano et al., 2011)(Flowers and Ntambi, 2008), whereas a low SCD-1
activity is responsible for enhanced metabolism (Ntambi et al., 2002). SCD-1 expression is
tightly regulated by food intake and level of circulating fatty acids. Its upregulation occurs
with an excess of saturated fatty acids, carbohydrates and cholesterol (Mauvoisin and
Mounier, 2011). An additional cause for SCD-1 upregulation is chronic food
restriction/refeeding that promotes fat storage. Conversely, long term fasting is associated
to a downregulation of hepatic SCD-1 (Mauvoisin and Mounier, 2011). In the present study,
the loss of SCD-1 activity in liver is not caused by fasting of SOD1 mice, as mice present
normal food intake at early symptomatic disease stage (Dupuis et al., 2004). Moreover,
within the study, food pellets were placed directly into the cages and were accessible to
mice, even weakened by the disease. Therefore, it is unlikely that SOD1 mice were fasting
from disease onset to more severe disease stage. As an additional source of regulation, it is
documented that SCD-1 is downregulated by increased level of PUFA. Of note, PUFA levels
were enhanced in the profile of both serum and liver of SOD1 mice, and we cannot exclude
that they contribute to the low expression of SCD-1 found in the liver of SOD-1 mice.
However, we believe that the over-representation of PUFA is rather a consequence of the
loss of SCD-1 activity. Indeed, an experimental loss of SCD-1 activity leads to a relative
increase of PUFA, as show after MF-438 treatment.

The negative transcriptional regulation of SCD-1 and other anabolic genes shows that the de
novo lipogenesis is reduced in symptomatic SOD1 mice, at the very onset of disease, before
the occurrence of motor symptoms. Pharmacological modulations of SCD-1 suggest that its
activity in ALS is responsible for the lipid alterations found in SOD-1 mice, including
hypolipidemia. Indeed, inhibition of SCD-1 in wild type animals reproduces the fatty acid

profiles of SOD-1 mice and their altered levels of circulating lipids. Moreover, a
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pharmacological upregulation of SCD-1 expression is able to restore anabolism by
stimulating the hepatic gene expression and by increasing the circulating lipid levels in
symptomatic SOD-1 mice.

Interestingly, SCD-1 activity has repercussion on muscular physiology. Our transcriptomic
studies have reported a downregulation of SCD-1 in the muscle of SOD1 mice and in the
muscle of a subset of ALS patients (Gonzalez de Aguilar et al., 2008; Pradat et al., 2012). At
the time of biopsy, the muscles from this subset of patients were spared from denervation
and atrophy. Additionally, we have recently published a study where we characterized the
consequences of a reduced SCD-1 activity for the neuromuscular axis in mice. We have
reduced the conversion of SFA to MUFA by genetic and pharmacological means in non-
transgenic mice. Those animals reproduced a hypermetabolic trait and most importantly,
they recovered better after a sciatic nerve injury. Reduction of SCD-1 activity turns skeletal
muscles to a more oxidative metabolism, promote the expression of neuromuscular junction
genes and support peripheral nerve regeneration after sciatic nerve crush (Hussain et al.,
2013). The downregulation of SCD1, and the reduction of hepatic lipid anabolism could be
therefore a potential innate mechanism to counteract ALS pathologies. Further investigations
are required now and should focus on the regulation of SCD-1 in ALS patients and on the
effect of MF-438 or TO901317 on disease course in SOD-1 mice.

In conclusion, energetic lipids suffer changes in their composition of fatty acids, when
muscular denervation occurs in an animal model of ALS. (i) These alterations reveal a
silencing of de novo lipogenesis in liver, associated to a decrease in circulating triglycerides
and cholesterol. (ii) A pharmacological inhibition of SCD1 reproduces these observations in a
non-transgenic animal and (iii) a treatment with an agonist LXR stimulates SCD-1
expression and activity in SOD-1 mice, and reverse metabolic phenotype in symptomatic
animals. Our study suggests a pivotal role for SCD1 in the pathophysiology of amyotrophic

lateral sclerosis.
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LEGENDS

Table 1. Fatty acid composition of circulating and hepatic neutral lipids of SOD1
G86R mice.

Mean values and SEM of proportional repartition of each fatty acids, at two different ages
(n=10-15/group). ° p<0.1, ! p<0.05, 2 p<0.005.

Table 2. Fatty acid composition of circulating neutral lipids after inhibition of SCD1.
Mean values and SEM of proportional repartition of each fatty acids, at two different ages
(n=10-15/group). ° p<0.1, * p<0.05, 2 p<0.005.

Figure 1. Energetic metabolism at various disease stages.

(A) Representative electromyogram of the different experimental groups included in the
study. Note scarce fibrillations at early symptomatic phase and massive denervation at late
symptomatic phase. (B) Relative SCD-1 activity. Decrease of the SCD-1 activity correlates
with onset of denervation in SOD1 mice and remain reduced in late disease stage, in serum
(n=10/group) and liver (n=15, * p<0.05). (D) SCD-1 expression. Relative mRNA of SCD-1
is downregulated in the liver of symptomatic SOD-1 mice (n=6/group, * p<0.05). Western

blot analysis reveals finer bands for the SCD-1 protein in liver.

Figure 2. Pharmacological inhibition of SCD-1 activity.

(A) Relative SCD-1 activity. Upon MF-438 treatment, relative SCD-1 activity is strongly
reduced, and induces a drop in body mass despite normal food intake (n= 8/group, *,
p<0.05; **, p<0.005). (B) Real-time RT-gPCR of indicated genes in liver of SOD1 mice and
upon MF-438 treatment (n= 8/group, * p<0.05). (C) Triglyceride and cholesterol levels.
SOD1 mice present with lower levels of circulating lipids and MF-438 treatment reproduces
this hypolipidemia in non-transgenic mice (n= 8/group; *, p<0.05 to CT).

Figure 3. Restoration of SCD-1 activity in SOD1 mice.

(A) Relative SCD-1 activity. Upon TO-901317 treatment, relative SCD-1 activity is increased
in both SOD1 and non-transgenic mice. (B) The treatment did not result in body mass
increase. (C) Triglyceride and cholesterol levels. The loss of triglycerides and total
cholesterol in SOD1 can be reversed upon TO-901317 treatment (n= 8/group; *, p<0.05 to
CT). (D) Real-time RT-gPCR of indicated genes in liver of SOD1 mice and upon TO-901317
treatment (n= 8/group, * p<0.05).
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I.3.5 Données complémentaires sur I'état d'innervation des souris SOD1m
dont I'activité de la SCD1 a été restaurée.

Les effets bénéfiques sur le profil d'AG d'une restauration d'expression et
d'activité de la SCD1 nous ont conduits a analyser les effets d'une telle restauration sur
I'état d'innervation des souris SOD1m. Pour ce faire, nous avons traité des souris
SOD1m avec l'agoniste LXR deés les premieres atteintes d’extension des pattes
postérieurs et ce pendant 7 jours.

L'analyse de la force musculaire des souris SOD1m au cours du traitement n'a révélé
aucune amélioration de la force des animaux aprés restauration de l'activité de la SCD1
(Figure 13 A).

Les souris SOD1m n'ont révélé aucun effet bénéfique du traitement sur ['état
d'innervation. En effet le niveau d'expression musculaire d'un gene reflétant la
dénervation (sous-unité alpha du récepteur nicotinique) n'a révélé aucune aggravation
de I'état de dénervation chez des souris sauvages traitées avec l'agoniste LXR, ni
aucune amélioration du niveau d'expression de ce gene chez les souris SOD1m, qui
présentent naturellement un niveau plus élevé d'expression a ce stade de Ia
pathologie. Il faut toutefois souligner que le niveau d'expression de ce gene de jonction
présente une tendance a l'augmentation chez les souris SOD1m apres traitement avec
I'agoniste LXR (Figure 13 B).

La quantification du nombre de MN présents dans la corne ventrale de la moelle
épiniére a montré une absence d'effet bénéfique du traitement sur les souris SOD1m.
En effet, on observe un nombre de MN plus faible chez les souris SOD1m controles en
comparaison a leurs homologues sauvages et un nombre de MN similaire dans la

moelle épiniere des souris SOD1m traitées avec I'agoniste LXR (Figure 13 C et D).

Ces résultats suggerent une absence d'effet bénéfique d'une restauration de
['activité de la SCD1 sur l'innervation musculaire et le maintien du nombre de MN chez

les souris SOD1m, dans nos conditions expérimentales.
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obtenu par omission de I‘anticorps anti-ChaT (-AC1). D) Le nombre moyen de
motoneurones par coupes en fonction des groupes expérimentaux est représenté a
droite. En l'absence de traitement, on observe une diminution significative de 54% du
nombre de motoneurones par coupe chez les souris SODm- par rapport aux WT-. Le
traitement au TO901317 ne semble pas modifier la perte de motoneurones.***, p<0,001
ANOVA a un facteur: l'effet est trés significatif sur le nombre de motoneurones.



Conclusion de I'étude

Notre étude met en évidence les perturbations lipidiques trouvées dans la SLA,
en identifiant les especes d'AG dont les niveaux sont modifiés dans la pathologie, et ce
tant au niveau circulant qu’hépatique. Ainsi nous avons vu que l|'équilibre entre les
différents AG est modifié dés les premiers symptomes de la pathologie. On voit
également une forte perturbation du niveau de substrats et produits de la réaction
enzymatique de la SCD1, mais on observe aussi des différences touchant les PUFA, aux

niveaux hépatique et circulant.

Les différences de niveau des substrats et produits de la SCD1 traduisent la
baisse d’activité de cette enzyme au cours du développement de la maladie. Nous
avons vu a l'aide de traitements pharmacologiques, qu’il est possible d’influencer ces
profils lipidiques, qu’il s'agisse du niveau d’AG, ou de formes plus complexes telles que
les triglycérides ou le cholestérol. En effet, I'administration d’un agoniste synthétique
du récepteur LXR permet une augmentation d’expression de SCD1, ainsi qu’une
augmentation de son activité, se traduisant par une restauration des niveaux d'AG
hépatique et circulant. L'utilisation d’un inhibiteur de I'activité enzymatique de la SCD1
a permis de renforcer le r6le de SCD1 dans la SLA, puisque I'administration de cet
inhibiteur a des souris sauvages reproduit partiellement les caractéristiques lipidiques
trouvées chez les souris SOD1m. Ce dernier point souligne ainsi l'importance de

I'activité de la SCD1 sur le profil lipidique des animaux.

Notre étude a permis de mieux caractériser les altérations lipidiques présentes
dans la SLA et de mieux en cerner les conséquences éventuelles. Cette étude a
également montré qu’il est possible d’agir sur l'expression et l'activité de la SCD1,
permettant de ce fait de compenser d’éventuels déficits. D’autres travaux seront
nécessaires pour déterminer si une modulation des niveaux d'AG présents chez les
souris SOD1m peut influencer le devenir de la pathologie. Néanmoins, a la vue de
I'augmentation de la survie des animaux SOD1m suite a une alimentation enrichie en
gras (Dupuis et al. 2004), il semble que l'influence de I'état lipidique soit déterminante
sur I’évolution de la maladie. Une perturbation du niveau de certains types d’acides
gras, peut avoir des répercussions dramatiques sur I'évolution de la pathologie. A
I'inverse, une meilleure compréhension des effets bénéfiques d’une modulation
lipidigue permettra certainement d’envisager des traitements thérapeutiques

ameéliorant la survie des patients, ou retardant I’évolution de la maladie.
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Chapitre 11 :

Influence de
I'expression de la SCD1
sur lI'axe
neuromusculaire

(Publié dans I'article 2, ci-apres)
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I1.1 Objectif de I'étude

L'objectif de cette étude était d'appréhender des  mécanismes
physiopathologiques trouvés dans la SLA et de comprendre l'influence du métabolisme
des acides gras sur l'axe moteur. Suite a l'analyse du transcriptome musculaire
entrepris au sein du laboratoire, scd1 a été identifié comme gene d'intérét. En effet, en
résumant le chapitre précédent, le profil d'acides gras des souris SOD1m est altéré au
cours de la pathologie et la baisse d'activité et d'expression de la SCD1 semble
étroitement liée a ces altérations. En effet, une inhibition pharmacologique de I'activité
enzymatique de la SCD1 reproduit les grands aspects des profils d'acides gras présents

chez les souris SOD1m.

La baisse d'expression et/ou d’activité de la SCD1 ayant une répercussion sur le
profil lipidique global des animaux, nous pensons que celle-ci peut également moduler
les parametres physiopathologiques caractéristiques de la SLA.

Il avait été montré que les souris invalidées pour le gene scdl présentaient un
hypermétabolisme, mais aucune description ou analyse de l'axe moteur n’avait été
entreprise sur ce modele. Nous avons voulu savoir si cet hypermétabolisme, proche de
celui retrouvé chez les souris SOD1m était capable d'induire un déficit des fonctions
motrices et/ou une dégénérescence motoneuronale. Pour cette nouvelle étude, nous
avons entrepris une analyse musculaire de l'expression de la SCD1 chez les souris
SOD1m ainsi qu'une expertise de l'axe moteur suite a l'invalidation génétique ou

pharmacologique de la SCD1 chez des souris sauvages.
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II.2 Résumé et discussion des résultats

La premiere étape de notre étude a permis de montrer par PCR quantitative, la
baisse précoce et progressive de I'expression de SCD1 au niveau musculaire chez les
souris SOD1m. Une analyse par chromatographie en phase gazeuse (CG) a également
permis de montrer la baisse du rapport produits/substrats de I'activité enzymatique de
la SCD1, traduisant une baisse d'activité de I'enzyme. Cette diminution affecte
vraisemblablement d'une maniere différente les muscles en fonction de leurs
préférences énergétiques. En effet, le muscle gastrocnémien, qui a un métabolisme
mixte (mi-oxydatif, mi-glycolytique), présente une diminution relativement précoce de
I'expression de SCD1, alors que dans le muscle tibialis, a préférence glycolytique, cette
diminution n'apparait qu'a un stade plus avancé de la pathologie. Ce changement, au
demeurant cohérent avec leurs préférences énergétiques initiales, est en réalité fort
intéressant si on prend en compte la différence temporelle d'atteinte pathologique
entre ces différents muscles. En effet, le muscle tibialis semble affecté plus
précocement dans la pathologie que le muscle gastrocnémien (Hegedus et al. 2008).
De plus, il est a noter que les muscles des souris SOD1m présentent un changement
(switch) de type de fibres musculaires, avec une préférence passant majoritairement

de fibres glycolytiques vers I'oxydatif (Sharp et al. 2005).

Il est intéressant de constater que la baisse de la SCD1 apparait avant les
premiers signes de dénervation. Suite a cette observation, aprés avoir provoqué une
lésion du nerf sciatique, nous avons testé I'expression musculaire de la SCD1. Nous
avons ainsi comparé les effets d'une perte d'innervation par axotomie du nerf
sciatique, donc sans récupération fonctionnelle possible dans nos conditions
expérimentales, aux conséquences au niveau musculaire d'un écrasement du nerf
sciatique (crush), a la suite duquel une récupération est engagée. Nous avons constaté
gu'une lésion irréversible du nerf sciatique (axotomie) entraine une augmentation
d'expression de la SCD1, au niveau musculaire, apres la lésion. En revanche la réponse
a I'écrasement entraine une baisse d'expression de la SCD1 apres la lésion. Afin de
déterminer si une baisse d'expression de la SCD1 permettait une meilleure
récupération fonctionnelle, nous avons analysé en paralléle I'axe moteur de souris
scd1-/- et de souris traitées avec un inhibiteur de l'activité SCD1, en condition basale

apres une lésion.
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Pour la seconde étape de cette étude, nous nous sommes intéressés a l'axe
moteur des souris scd1l-/-. L'analyse globale n'a révélé aucune activité électrique
spontanée anormale, caractéristique d'un défaut d'innervation musculaire. Au niveau
musculaire, nous avons constaté une augmentation de I'expression de genes impliqués
dans le métabolisme oxydatif et dans le changement de préférence énergétique
musculaire. Ce dernier résultat est cohérent avec l'observation histologique réalisée
parallelement, qui met en lumiére la plus forte capacité des muscles des souris scd1-/-
a développer un métabolisme oxydatif. Enfin, dans le but de vérifier si une baisse
d'activité de la SCD1 apportait un effet bénéfique sur la récupération fonctionnelle
apres lésion du nerf sciatique, nous avons engagé cette opération sur des souris scd1-
/- et des souris sauvages traitées avec un agent pharmacologique inhibant son activité
enzymatique. Suite a cet écrasement du nerf sciatique, nous avons constaté que les
souris scdl-/- et les souris traitées avec l'inhibiteur présentaient une récupération
fonctionnelle, mesurée par EMG et grip test, supérieure a celle que I'on trouve chez

leurs homologues sauvages ou non traités.

Les détails expérimentaux et les résultats de cette étude ont été publiés dans l'article

ci-apres.
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Abstract

The progressive deterioration of the neuromuscular axis is typically observed in degenerative conditions of the lower motor
neurons, such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Neurodegeneration in this disease is associated with systemic
metabolic perturbations, including hypermetabolism and dyslipidemia. Our previous gene profiling studies on ALS muscle
revealed down-regulation of delta-9 desaturase, or SCD1, which is the rate-limiting enzyme in the synthesis of
monounsaturated fatty acids. Interestingly, knocking out SCD1 gene is known to induce hypermetabolism and stimulate
fatty acid beta-oxidation. Here we investigated whether SCD1 deficiency can affect muscle function and its restoration in
response to injury. The genetic ablation of SCD1 was not detrimental per se to muscle function. On the contrary, muscles in
SCD1 knockout mice shifted toward a more oxidative metabolism, and enhanced the expression of synaptic genes.
Repressing SCD1 expression or reducing SCD-dependent enzymatic activity accelerated the recovery of muscle function
after inducing sciatic nerve crush. Overall, these findings provide evidence for a new role of SCD1 in modulating the
restorative potential of skeletal muscles.
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Introduction not cell-autonomous but involves defects in other cell types than
neurons [2-5]. Consistent with this notion, ALS neurodegenera-
tion is also associated with systemic defects, including hyperme-
tabolism and dyslipidemia, which are observed in both patients
and animal models [6-8]. Particularly, transgenic mice overex-

In mammals, the contraction of voluntary skeletal muscles is
under the control of motor neurons whose cell bodies are located
in the spinal cord and the brainstem. These so-called lower motor

neurons directly communicate with muscle fibers through the pressing a mutated form of Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1),

linked to familial ALS, are in energy deficit and have decreased
adipose tissue stores. These deficiencies appear to be elicited by

neurotransmitter acetylcholine at the neuromuscular junctions.
The progressive functional deterioration of this neuromuscular
axis is typically found in neurodegenerative conditions such as increased energy expenditure (that is to say, hypermetabolism),
amyotrophic lateral sclerosis (ALS). This disease, which is the most and due to an increased consumption of nutrients by skeletal
frequent adult-onset form of motor neuron disease, is charac- muscles [9,10].

terised by motor neuron death, skeletal muscle atrophy and
paralysis [1]. Studies conducted on genetic animal models of ALS
showed that the process leading to motor neuron degeneration is

To gain insight into the relationships between neurodegener-
ation and metabolic dysfunction, we recently analyzed the gene
expression profiles of skeletal muscles from mutant SOD1 mice
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Figure 1. SCD1 expression and activity in ALS mouse muscle.
(A) Time course of SCD1 expression in gastrocnemius (GT, brown
columns) and tibialis anterior (TA, orange columns) from SOD1(G86R)
mice at indicated ages. Wild-type expression is represented by 100%
baseline. ***P<<0.001 (One sample t-test, n=5-11). (B) C18:1/C18:0 fatty
acid ratio in gastrocnemius and tibialis anterior from SOD1(G86R) mice
(brown columns) and wild-type littermates (white columns) at indicated
ages. *P<<0.05 (1-way ANOVA followed by Bonferroni’'s multiple
comparison test for gastrocnemius, and unpaired t-test for tibialis
anterior, n=3-10).

doi:10.1371/journal.pone.0064525.9001

and patients with sporadic ALS [11,12]. We found a decrease in
the expression of stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1), an enzyme
that introduces the first ¢zs double bond in the delta-9 position of
saturated fatty acyl-CoA substrates. The preferred substrates are
palmitoyl-CoA (C16:0) and stearoyl-CoA (C18:0), which are
converted to palmitoleoyl-CoA (C16:1) and oleoyl-CoA (C18:1),
respectively [13]. These monounsaturated fatty acids are the
major constituents of complex lipids such as diacylglycerols,
phospholipids, triglycerides, wax esters and cholesterol esters.
Interestingly, the targeted disruption of the mouse SCDI1 gene
triggers an increase in the expression of genes involved in the B-
oxidation of fatty acids and a decrease in the expression of genes
involved in lipogenesis [14]. Therefore, these SCD1 knockout
mice exhibit augmented energy expenditure and reduced body
adiposity [14], a situation that is reminiscent of the metabolic
phenotype of mutant SOD1 mice [9]. Despite sharing common
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Figure 2. SCD1 expression in ALS patient muscle and after
nerve injury. (A) Expression of SCD1 and SCD5 in deltoid muscle
biopsies from ALS patients and healthy subjects (CT, white columns), as
identified by microarray analysis of the database deposited at http://
www.ebi.ac.uk/arrayexpress/(accession number E-MEXP-3260) [12]. ALS
samples were obtained from muscle not clinically or electromyography
affected (Unaff, orange columns) and from muscle with advanced
pathology, characterized by reduced strength and neurogenic electro-
myography pattern (Aff, brown columns). *P<<0.05 (1-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison test, n=4-10). (B) Expression
of SCD1 in gastrocnemius following sciatic nerve axotomy (Axo) or
crush at indicated post-operation days. Contralateral muscle expression
is represented by 100% baseline. **P<<0.01, ***P<<0.001 (One sample t-
test, n=4-10).

doi:10.1371/journal.pone.0064525.g002

features at the metabolic level, it is not known whether a decrease
in SCDI1 expression could be implicated by any means in the
maintenance of muscle function and, perhaps, in motor neuron
degeneration. In this work, first we characterized the expression of
SCD1 in muscles from mutant SODI mice as well as in
experimentally denervated muscles. Second, we studied the muscle
phenotype of mice deficient in SCDI1. Third, we analyzed the
impact of the absence of SCDI, as obtained by both genetic and
pharmacological means, on the recovery of muscle function in
response to transient nerve lesion. We conclude that the systemic
down-regulation of SCD1 promotes muscle oxidative metabolism
and accelerates muscle function recovery after nerve injury, thus
providing evidence for a new role of this enzyme in modulating the
restorative potential of skeletal muscles. These findings therefore
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may be relevant to pathological conditions affecting the lower
motor neurons.

Materials and Methods

Animals

FVB/N males overexpressing the murine G86R SODI
mutation [15], and CG57BL/6 males knockout for the SCD1 gene
(The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) were maintained in
our animal facility at 23°C with a 12 hours light/dark cycle. They
had water and regular A04 rodent chow ad lbitum. SOD1(G86R)
mice were 60-, 75-, 90- and 105 days of age. SCD1 knockout mice
were 4-6 months old. The corresponding non-transgenic male
littermates served as controls. To induce peripheral nerve injury,
mice were anesthetized with 100 mg/kg body mass ketamine
chlorhydrate and 5 mg/kg body mass xylazine. The sciatic nerve
was exposed at the midthigh level, and crushed with a fine forceps
for 30 s or sectioned 3 mm long with microscissors. Skin incision
was sutured, and mice were allowed to recover. Hind limbs
contralateral to the lesion served as controls [16]. To induce SCD
deficiency pharmacologically, 4-6 months old mice were fed with
A04 chow ad libitum containing 3-(5-methyl-[1,3,4]thiadiazol-2-yl)-
6-[4-(2-trifluoromethyl-phenoxy)-piperidin-1-yl]-pyridazine, or
MF-438 (Prestwick Chemical, Illkirch, France), which is an orally
bioavailable inhibitor of SCD enzymatic activity [17]. The drug
regimen was prepared to contain 0.00625% (w/w) MF-438 (Safe,
Augy, France), which provided a daily dose of 10 mg/kg body
mass, as calculated on a basis of 4 g of food intake per day and
25 g of averaged body mass.

Ethics statement

Experiments followed current European Union regulations
(Directive 2010/63/EU), and were performed by authorized
investigators (license from Prefecture du Bas-Rhin No. A67-402 to
AH, and No. A67-118 to FR), after approval by the ethics
committee of the University of Strasbourg (license from CRE-
MEAS No. AL/01/20/09/12, and No. AL/15/44/12/12).

Quantitative RT-PCR

Total RNA was prepared following standard protocols. Briefly,
cach frozen sample was placed into a tube containing a 5-mm
stainless steel bead. Working on ice, 1 mL Trizol reagent
(Invitrogen, Groningen, The Netherlands) was added, and
homogenisation was performed in a TissueLyser (Qiagen,
Valencia, CA) at 30 Hz for 3 min twice. RNA was extracted
with chloroform/isopropyl alcohol/ethanol and stored at —80°C:
until use. One pg of total RNA was used to synthesize cDNA using
Iscript reverse transcriptase (BioRad Laboratories, Marnes La
Coquette, France) and oligo-d1T' primer as specified by the
manufacturer. Gene expression was measured using the SYBR
green reagent (2x SYBR Green Supermix; Bio-Rad Laboratories)
following the manufacturer’s instructions on a Bio-Rad iCycler.
PCR was performed in optimized conditions: 95°C denatured for
3 min, followed by 40 cycles of 10 s at 95°C and 30 s at 60°C.
Primers (Eurogentec, Seraing, Belgium) were as follows: acetyl-
choline receptor o-subunit (AChR-a), forward 5'-ccacagactcaggge-
gagaag-3', reverse 5'-aacggtggtgtgtgtigatg-3'; acetylcholine recep-
tor y-subunit (AChR-y), forward 5’-gagagccacctcgaagacac-3’,
reverse 5’-gaccaacctcatctcectga-3'; acetylcholine receptor g-sub-
unit (AChR-¢), forward 5'-caatgccaatccagacactg-3', reverse 5'-
cectgcetteteetgacacte-3'; muscle-specific receptor tyrosine kinase
(MuSK), 5'-ttcagcgggactgagaaact-3',
tgtettccacgetcagaatg-3'; peroxisome proliferator-activated receptor
o (PPARa), forward 5'-cacgcatgtgaaggctgtaa-3', reverse 5'-

forward reverse  5'-

PLOS ONE | www.plosone.org

SCD Down-Regulation Promotes Motor Recovery

gctecgatcacacttgteg-3'; peroxisome proliferator-activated receptor
Y, coactivator 1-o0 (PGCl-0), forward 5'-tgetgetgttectgttttc-3',
reverse 5'-ccctgecattgttaagace-3'; pyruvate dehydrogenase kinase,
isoenzyme 4 (PDK4), forward 5’'-cgcttagtgaacactcctteg-3', reverse
5'-cttetgggcetetteteatgg-3'; ribosomal RNA 18S (18S), forward 5'-
cgtetgeectatcaacttteg-3', reverse 5'-ttecttggatgtggtagecg-3'; SCDI,
forward 5'-cctacgacaagaacattcaatec-3’, reverse 5'-cgtctcaagttetet-
taatcct-3'. Relative quantification was achieved by calculating the
ratio between the cycle number (Ct) at which the signal crossed a
threshold set within the logarithmic phase of the gene of interest
and that of the 18S reference gene. Ct values were the means of
duplicates.

Gas chromatography

Muscle samples were weighed, and disrupted with TissueLyser
twice at 30 Hz for 3 min each using stainless steel beads and racks
precooled at —80°Cl. After removing the beads, 1 mL ice-cold
Ripa buffer was added per 100 mg of disrupted tissue, and samples
were centrifuged at 2000 g for 10 min at 4°C. Two mg of proteins,
according to the bicinchoninic acid assay in the supernatants, was
mixed with 2.5 mL chloroform/methanol (1:1). After vortex and
sonication, samples were incubated for at least 2-3 hours at 4°C,
and centrifuged at 2000 g for 10 min at 4°C. Supernatants were
collected into glass tubes with a Pasteur pipette, and dried under
nitrogen. Afterwards, the non-polar lipid fraction was obtained by
separation on Sephadex columns. In the case of blood samples,
they were collected on heparinized tubes by heart puncture from
anesthetized mice, placed on ice, and centrifuged at 4000 rpm for
4 min at 4°C. Total lipids were extracted from plasma following a
modified version of the Bligh and Dyer method [18]. Briefly,
methanol/chloroform solution was added to plasma. Centrifuga-
tions were performed after addition of chloroform and KCIL
Lower phases were collected and mixed with methanol. After a
second centrifugation, the lower phase containing the lipids was
collected on glass tubes. Extracted lipids from muscle and plasma
were transmethylated by adding a mix of methanol and KOH.
After collecting the samples in heptane, the so-generated fatty acid
methyl esters were submitted to gas chromatography by using a
Varian 3400 CX chromatograph fitted with a WCO'T fused silica
capillary column of 100 mx0.25 mm x0.20 um (coated with polar
highly substituted cyanopropyl CP-SIL 88 phase). The injection
volume was 1 pl, and the split ratio was set at 1:1. The
temperature gradient in the oven ranged from 80 to 220°C at a
rate of 4°C/min, and helium was the gas carrier. The temperature
of the flame ionization detector was set at 270°C. Peaks were
identified by retention time and compared to a standard mix of
fatty acid methyl esters (Supelco 37 and Supelco PUFA-2 Animal
Source; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Data
were expressed as relative percentages.

Muscle grip strength

Muscle strength was determined using the grip test (Bioseb,
Chaville, France). Animals were placed over a metallic grid that
they instinctively grab to try to stop the involuntary backward
movement carried out by the manipulator until the pulling force
overcomes their grip strength. After the animal loses its grip, the
strength-meter scores the peak pull force. Strength was measured
independently in hind limbs ipsi- and contralateral to the nerve
lesion, and the mean of 3 assays was scored for each animal. Peak
force was normalized to body mass.

Muscle histochemistry

The standard histochemical assay for succinate dehydrogenase
(SDH) was used to distinguish between oxidative and non-
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Figure 3. Metabolic phenotype of muscle from SCD1 knockout mice. (A) Expression of PGC1-a, PPARa and PDK4 in gastrocnemius and
tibialis anterior from SCD1 knockout mice (brown columns) and wild-type littermates (white columns). *P<<0.05, **P<0.01 (Unpaired t-test, n=3-11).
(B) Number of muscle fibers in tibialis anterior from SCD1 knockout mice (KO, brown column) and wild-type littermates (WT, white column). *P<<0.05
(Unpaired t-test, n=7-10). (C) Distribution of the calibers of muscle fibers in tibialis anterior from SCD1 knockout mice (327 fibers, black circles) and
wild-type littermates (283 fibers, white circles). Representative microphotographs of wild-type and knockout tibialis anterior are shown. (D) Averaged
cross-sectional area of SDH-positive and SDH-negative fibers in tibialis anterior from SCD1 knockout mice (brown columns) and wild-type littermates
(white columns). *P<<0.05, **P<<0.01 (Unpaired t-test, n=7-10). (E) Number of SDH-positive (orange bars) and SDH-negative fibers (white bars) in
tibialis anterior from SCD1 knockout mice (KO) and wild-type littermates (WT). ***P<<0.001 (Chi-square test, n=283-327).
doi:10.1371/journal.pone.0064525.g003

oxidative muscle fibers. Fourteen-pum serial sections were obtained
by cutting isopentane fresh-frozen tibialis anterior muscles
perpendicular to the muscle axis on a cryostat at —20°C (Leica,
Nanterre, France). Sections were fixed with acetone for 15 min,
air-dried and incubated for 30 min at 37°C in a solution
containing 10 g/L sodium succinate, 2 g/L nitro blue tetrazolium

Indirect calorimetry

Oy consumption and COy production were measured using an
open-circuit indirect calorimetry (Klogor, Lannion,
France), as previously described [9]. Concentrations of O, and
COs in the outgoing air were successively measured in five
different cages. The system was rinsed for 90 s between each

system

and 0.025 g/L phenazine methosulfate. After washing, sections
were mounted with aqueous mounting medium (Dako, Trappes,
France). Microphotographs were obtained at a magnification of
x200 (Nikon, Champigny sur Marne, France) on five non-
adjacent sections per animal. Counts were performed using
National Institutes of Health IMAGE version 1.62 software.

PLOS ONE | www.plosone.org 4

measurement. Final values of gas concentrations were the mean of
10 measures obtained during 40 s. Each cage was sampled every
11 min, and one cage was left vacant as reference of ambient gas
concentrations. Measurements were performed continuously over
23 hours and a half, a 30-min period being required for
calibration of the Oy and COy analyzers. In total, 127 measures
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(Unpaired t-test, n=4-11).
doi:10.1371/journal.pone.0064525.g004

were collected per day and mouse. The respiratory quotient was
the ratio of COy production over Oy consumption.

Electromyography

Recordings were obtained with a standard electromyography
apparatus (Dantec, Les Ulis, France), in accordance with the
guidelines of the American Association of Electrodiagnostic
Medicine. Mice were anesthetized as indicated above and kept
under a heating lamp to maintain a physiological muscle
temperature (at about 31°C). A concentric needle electrode (no.
901350011, diameter 0.3 mm; Medtronic, Minneapolis, MN) was
inserted in the gastrocnemius, and a monopolar needle electrode
(no. 9013R0312, diameter 0.3 mm; Medtronic) was inserted into
the tail of the mouse to ground the system. Each muscle was
monitored in four different regions, and the degree of denervation
was scored as the number of regions with spontaneous activity
expressed in percentage. Spontancous activity was differentiated
from voluntary activity by visual and auditory inspection. Only
spontaneous activity with a peak-to-peak amplitude of at least 50
uV was considered to be significant.

Statistical analysis

Unless otherwise indicated, data are expressed as the mean *
SEM. PRISM version 5.0a software (GraphPad, San Diego, CA)
was used for statistical analysis. Tests are indicated in the legends
under the figures. Differences with P-values of at least less than
0.05 were considered significant.

Results

SCD1 expression is altered in ALS muscle

On the basis of our previous microarray data, obtained from a
transgenic mouse model of mutant SOD]1-linked familial ALS
[11], in this study we investigated the significance of the down-
regulation of SCD1 for the metabolic capacity of muscles and their
response to injury. The expression of SCDI in the gastrocnemius
of SODI(G86R) mice, which are affected by a progressive
denervation atrophy [19], was already diminished at 60 days of
age. In this respect, it is noteworthy to mention that our previous
electromyography studies on this mouse line revealed that the
amplitudes of the compound muscle action potentials, a reduction
of which typically reflects a decrease in the number of functional
motor units, were normal at the age of 75 days. In addition, mice
did not present at this age any abnormal spontancous electrical
activity, which would have reflected the common response of
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muscle to loss of innervation [16]. According to these findings, we
can conclude that SCD1 down-regulation occurred precociously
in our SOD1(G86R) mouse model. We then showed here that the
decrease in SCD1 expression also persisted during the course of
the disease, at 90 days of age, when muscle denervation becomes
detectable and motor deficits usually arise, and at about 105 days
of age, when hind legs start to be paralysed. At that moment, the
decrease in SCD1 expression was also noticeable in the tibialis
anterior, which is another muscle in the mouse hind leg displaying
less oxidative metabolism than the gastrocnemius (Figure 1A). As a
consequence of the repression of muscle SCDI1 expression, we
observed that the CG18:1/C18:0 fatty acid ratio, an index of the
desaturation activity of the enzyme [20], was slightly reduced in
presymptomatic muscle extracts but significantly diminished at the
end stage in both gastrocnemius and tibialis anterior (Figure 1B). It
is noteworthy to mention that our previous studies had shown that
SODI1(G86R) mice typically exhibit decreased postprandial
lipidemia and increased peripheral clearance of lipids, both of
which can be ascribed to muscle hypermetabolism [10]. There-
fore, an excess of uptake of exogenous lipids in this tissue could
mask otherwise earlier and more robust differences in the index of
SCD activity.

To obtain independent evidence that SCD1 down-regulation is
a typical feature of ALS, we took advantage of our transcriptome
database composed of deltoid biopsies from patients with the
sporadic form of the disease [12]. The expression of not only
SCD1 but also SCD5, a primate-specific enzyme variant with
identical function [21], was lower in ALS patients, as compared to
normal control subjects. Furthermore, the repression of SCD1
expression was much more remarkable in a muscle not clinically
or clectromyography affected than in a muscle at an advanced
stage of pathology, characterized at the clinical level by reduced
strength and neurogenic electromyography pattern (Figure 2A).
That SCD1 down-regulation could be observed both in presymp-
tomatic SOD1(G86R) mouse muscle and in relatively healthy
human ALS muscle prompted us to speculate that such a pattern
of expression might not be solely related to the loss of muscle
innervation characteristic of the disease. To address this question,
we compared SCD]1 expression in gastrocnemius submitted to
acute denervation, as obtained by cutting and removing several
millimeters of the sciatic nerve, or transient denervation followed
by re-innervation, as obtained by crushing the sciatic nerve for
several seconds. Under these conditions, the expression of SCD1
was increased after axotomy but significantly reduced after crush
(Figure 2B). Overall, these findings provide evidence for the
implication of SCD1 in the pathological process triggering ALS,
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and suggest that SCD1 down-regulation could be involved in the
restoration of muscle function in response to injury.

SCD1 knockout mice do not manifest motor impairment
but display exacerbated muscle metabolic oxidative
capacity

To gain insight into the way in which the lack of SCDI1
expression impacts on muscle function, we investigated several
characteristics of muscles in these SCD1 knockout mice reflecting
their metabolic status, and also evaluated their motor behavior. At
the molecular level, we measured the expression of PGCl-a,
PPARo and PDK4, of which an increase is involved in stimulating
mitochondrial biogenesis and in switching the energy source from
glucose to fatty acids [22]. The expression of these genes was
significantly higher in the gastrocnemius of SCD1 knockout mice,
as compared to wild-type littermates; in the tibialis anterior, there
was also a trend toward an increased expression (Figure 3A).
Despite this latter attenuated response, the tibialis anterior
represents, better than the gastrocnemius, a typical example of
glycolytic muscle in which to evaluate changes in the relative
density of the various fiber types. We therefore used this muscle to
determine potential morphological and biochemical changes
triggered by the absence of SCDI. The number of fibers per
muscle section was higher in SCD1 knockout mice than in wild-
type mice (Figure 3B). Accordingly, the distribution of fiber
calibers showed an increase in the amount of fibers of small caliber
in SCD1 knockout mice (Figure 3C). We extended these findings
by performing SDH histochemistry, and found that the average
cross-sectional area of both SDH-positive and SDH-negative fibers
was smaller in SCD1 knockout mice than in wild-type mice
(Figure 3D). These differences were associated in SCD1 knockout
mice with a significant predominance of SDH-positive fibers,
which are characterized by a higher metabolic oxidative capacity
(Figure 3E).

Evaluation of muscle function using the grip strength test
revealed no changes in the force developed by hind limbs between
SCD1  knockout mice and their wild-type littermates
(0.37£0.024 N in SCD! knockout mice versus 0.37£0.021 N in
wild-type mice, n=7). Along with this, no abnormal spontaneous
electrical activity, which would have reflected the typical response
of muscle to loss of innervation, was found in the gastrocnemius of
SCDI1 knockout mice (data not shown). In contrast, we also
measured the expression of a series of genes specific to the motor
end plate, including the acetylcholine receptor subunits o, ¥ and €
(AChR-a, AChR-y and AChR-g, respectively), and muscle-
specific receptor tyrosine kinase (MuSK). Except for AChR-y, of
which an increase would have been considered a sign of muscle
denervation [23], the expression of these genes was significantly
increased in the gastrocnemius of SCDI1 knockout mice as
compared to their wild-type littermates, although the changes
were less pronounced in the tibialis anterior (Figure 4). In all, these
results indicate that the genetic ablation of SCDI is not
detrimental per se to muscle function but promotes a metabolic
shift toward a more oxidative capacity, and stimulates the
neuromuscular junction gene expression program.

SCD deficiency accelerates muscle function recovery
after nerve injury

As shown above, the lack of SCDI1 expression does not
represent a handicap for muscle function. Therefore, its down-
regulation, as observed in ALS or after nerve crush, prompts us to
hypothesize that the enzyme may participate in the restorative
efforts that muscles experience at the early stages of disease, when
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neuromuscular deterioration is not generalized yet, or during the
process of recovery following a brief disruption of the neuromus-
cular communication. To address this question, we took advantage
of such a model of transient denervation and re-innervation as a
means to evaluate, by performing relatively manageable short-
term experiments [3], the importance of SCD1 for the restoration
of muscle function in response to nerve damage. We performed
these experiments using not only SCD1 knockout mice but also
mice deficient in SCD enzymatic activity, as obtained by feeding
them with MF-438, which is an orally bioavailable pharmacolog-
ical agent inhibiting SCD-dependent desaturation of fatty acids
[17]. To verify if our treatment was biologically active i vivo, we
measured several parameters that should reflect the deficiency in
SCD enzymatic activity. First, MF-438 significantly reduced both
C16:1/C16:0 and C18:1/C18:0 fatty acid ratios in circulating
lipids (Figure 5A). Second, MF-438 also induced a decrease in the
respiratory quotient as determined by indirect calorimetry, which
indicated a switch of the energy source from glucose to fatty acids
(Figure 5B). Finally, the drug triggered concomitantly a small but
significant decrease in body mass of mice treated for two weeks
(Figure 5C). SCD deficiency did not alter hind limb grip strength
during the 2-week treatment, as determined either by a percentage
of peak force at day 0 (Figure 5D) or by normalizing peak force to
body mass (Figure 5E). Also, there were no detectable electromy-
ography abnormalities suggestive of denervation (data not shown).
Furthermore, MI-438 stimulated the expression of several genes
specific to the motor end plate (Figure 5F). Overall, these findings
strongly support that the effects of the SCD inhibitor are very
similar to those observed in SCD1 knockout mice.

To monitor the recovery of muscle function after crushing the
sciatic nerve, we measured hind limb grip strength during a post-
lesion period of two weeks, and found that the force in SCD1
knockout mice was restored to its initial level more rapidly than in
their wild-type littermates. Accordingly, the proportion of abnor-
mal electromyography episodes reflecting neurogenic muscle
denervation was lower in SCD1 knockout mice at 14 days post-
lesion (Figure 6A). We also measured at that time the relative
density of muscle fiber types as a witness to the restorative process.
In the denervated tibialis anterior of wild-type mice, the
proportion of fibers intensely stained by SDH histochemistry
(presumably, slow-twitch type I fibers) was very low, and there was
a significant predominance of medium-stained fibers (presumed
fast-twitch fatigue-resistant type IIA fibers). In contrast, the
distribution of fiber types in the denervated tibialis anterior of
SCD1 knockout mice was identical to that observed in the muscle
contralateral to the lesion (Figure 6B), suggesting the establishment
of a normal non-stressed situation. To corroborate these findings,
we followed muscle function recovery after crush in MF-438
treated mice, and also found accelerated, though not complete,
restoration of grip strength, as well as reduced extent of
clectromyography abnormalities (Figure 6C). Furthermore, quan-
tification of the percentage of mice that, after initial total paralysis,
started to exhibit a grip strength distinct from zero showed that on
average the recovery in treated mice took place three days sooner
than in untreated mice (Figure 6D). In all, these results strongly
suggest that reducing SCD enzymatic activity stimulates the
restorative potential of skeletal muscles.

Discussion

SCD1 is an essential lipogenic enzyme thought to be implicated
in the development of obesity and associated metabolic disorders
[24]. In this study, we have shown that its expression is down-
regulated in skeletal muscles suffering from slowly progressing
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Figure 5. Effects of MF-438 on metabolism and muscle function. (A) C16:1/C16:0 and C18:1/C18:0 fatty acid ratio in plasma from MF-438
treated mice (brown columns) and control littermates (CT, white columns). ***P<0.001 (Unpaired t-test, n=4-6). (B) Time course of respiratory
quotient (RQ) before and after treatment with MF-438 at a dose of 10 mg/kg body mass/day (indicated by the black bar) (n=4). Time course of body
mass (C), muscle grip strength expressed as a percentage of day 0 (D), and specific grip strength, as determined by normalizing peak force to body
mass (E), in mice fed regular chow (white circles) and mice fed regular chow supplemented with MF-438 (black circles). **P<<0.01 (2-way ANOVA
followed by Bonferroni test, n=5-6). (F) Expression of PGC1-a, AChR-o, and MuSK in gastrocnemius from MF-438 treated mice (brown columns) and

control littermates (white columns). *P<<0.05 (Unpaired t-test, n=3-9).
doi:10.1371/journal.pone.0064525.9005

motor neuron degeneration, as seen in ALS, and from transitory
denervation/re-innervation, as obtained experimentally by sciatic
nerve crush. Based on these findings, we have also shown here that
the systemic down-regulation of SCDI, as generated by both
genetic and pharmacological means, enhances the oxidative
metabolism of muscles, stimulates the expression of synaptic
genes, and ameliorates the restoration of muscle function following
transient denervation and subsequent re-innervation.

SCD1 knockout mice are mainly characterized by decreased
adiposity and increased metabolic rate [14], two characteristics of
the mutant SOD1 mouse model of ALS, even observed before the
onset of any motor neuropathology [9]. The lack of SCDI1
expression has been associated with inhibition of lipogenesis and
stimulation of mitochondrial B-oxidation of fatty acids [25].
Notably, we had previously observed that the expression of genes
involved in the uptake of fatty acids, such as FAT/CD36 and
other related genes, was presymptomatically increased in skeletal
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muscle of SOD1(G86R) mice [10]. In addition, it is known that
the muscle-specific overexpression of FAT/CD36 is sufficient to
trigger fatty acid oxidation [26]. It seems therefore not very
surprising that, in accordance with an enhanced uptake of fatty
acids, the muscles of SOD1(G86R) mice exhibit concomitantly a
decrease in the expression of SCDI1. The situation appears to be
less straight-forward in the case of ALS patients. Although most of
them are markedly hypermetabolic [6], as in the animal model,
they usually present with increased levels of circulating lipids [7],
which would not intuitively substantiate the hypothesis of the
muscle down-regulation of SCDI1. It is noteworthy, however, that
the expression of SCD1 in patients was much more repressed in
muscles not clinically or electromyography affected, which lets
envisage that SCD1 down-regulation might occur as a result of
whatever mechanism preceding overt disease. The fact that SCD1
down-regulation was observed early in presymptomatic
SOD1(G86R) mouse gastrocnemius and in relatively healthy
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doi:10.1371/journal.pone.0064525.9006

human ALS deltoid suggests that the transcriptional regulation of
SCD1 might not be (solely) related to the loss of innervation of
muscles characteristic of these conditions. In support of this
notion, such a down-regulation of SCD1 expression was not found
after severe denervation, at least at a time when re-innervation was
not present according to our protocol of axotomy. In contrast, a
more subtle denervation, as that obtained by crushing the sciatic
nerve for only several seconds, simulated the inhibitory effect of
ALS on SCD1 expression. Because sciatic nerve crush allows the
rapid recovery (in around two weeks) of muscle function, we
speculate that SCD1 down-regulation may be somehow related to
the restorative potential of skeletal muscles.

As a first step toward the understanding of the importance of
SCD1 for muscle function, we found that the genetic ablation of
SCD1 promoted a decrease in the cross-sectional area of muscle
fibers, and an increase in the amount of those enriched in the
mitochondrial enzyme SDH. In parallel, we also observed
increased expression of PGCl-a, PPARo and PDK4. Overall,
these observations provide persuasive evidence for a higher
metabolic oxidative capacity, in accordance with several previous
studies. For instance, overexpressing PGC1-a has been reported to
trigger a decrease in the size of muscle fibers and a concomitant
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fast to slow fiber type shift [27]. In contrast, knocking out PGC1-a,
specifically in muscle has been shown to induce a shift from
oxidative to glycolytic muscle fibers [28]. Moreover, PGC1-a not
only triggers metabolic changes in muscle but also activates the
expression of genes specific to the motor end plate [29]. Therefore,
the increased expression of the signaling kinase MuSK and several
acetylcholine receptor subunits that we observed in our SCDI1
knockout mice could be the consequence of a higher transcrip-
tional activity involving, at least in part, PGCl-a. Despite these
modifications, the lack of SCDI did not cause any alteration of
muscle function as determined by behavioral and electrophysio-
logical means. Furthermore, inhibiting global SCD enzymatic
activity with a diet containing MF-438 induced very similar
changes as those found in SCD1 knockout mice.

Subsequent efforts were concentrated in determining if SCD1
down-regulation might affect muscle function when challenged by
sciatic nerve crush. Both SCDI knockout mice and MIF-438
treated mice recovered their force more rapidly than their
corresponding control groups. Two weeks after lesion, the degree
of denervation was more important in these control groups than in
SCD-deficient mice. In support of these findings, very early studies
had already reported that oxidative muscles can recuperate better
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than glycolytic ones after nerve crush [30]. Also, PGC1-a has been
shown to protect muscles from denervation atrophy [31]. It can be
therefore postulated that the pro-restorative power of SCD
deficiency is the result of an enhancement of oxidative metabolism,
as that shown in this work. A fast to slow fiber type shift has been
shown to occur progressively in ALS, and it has been proposed
that this metabolic modification would render muscle fibers with
higher oxidative capacity more resistant to disease [32]. Recent
studies have further reported that a modest increase in the
expression of MuSK, as that observed here, can maintain
neuromuscular junctions in mutant SOD1 mice, hence retarding
denervation and ameliorating muscle function [33]. Taking our
present findings as a whole, we can put forward that SCD1 stands
at a regulatory crossroad shaping muscle function in health and
disease. In this respect, the beneficial effects of inhibitors of SCD
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enzymatic activity could pave the way for developing novel
therapeutic strategies to palliate motor neuron injury.

Acknowledgments

We thank Annie Picchinenna and Marie José Ruivo for excellent technical
assistance. We are also indebted to Dr. Benoit Halter for his aid with part
of the initial SOD1(G86R) mouse experiments.

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: GH IS JLGDA JPL. Performed
the experiments: GH 'S AH TL FR SDG LP. Analyzed the data: GH I'S
AH TL ¥B SDG HO LD EM JLGDA JPL. Contributed reagents/
materials/analysis tools: FB HO MHMB EM. Wrote the paper: JLGDA.

17. Léger S, Black WC, Deschenes D, Dolman S, Falgueyret JP, et al. (2010)
Synthesis and biological activity of a potent and orally bioavailable SCD
inhibitor (MF-438). Bioorg Med Chem Lett 20: 499-502.

18. Bligh EG, Dyer WJ (1959) A rapid method of total lipid extraction and
purification. Can J Biochem Physiol 37: 911-917.

19. Rouaux C, Panteleeva I, René F, Gonzalez De Aguilar JL, Echaniz-Laguna A,
et al. (2007) Sodium valproate exerts neuroprotective effects in vivo through
CREB-binding protein-dependent mechanisms but does not improve survival in
an amyotrophic lateral sclerosis mouse model. J Neurosci 27: 5535-5545.

20. Attie AD, Krauss RM, Gray-Keller MP, Brownlie A, Miyazaki M, et al. (2002)
Relationship between stearoyl-CoA desaturase activity and plasma triglycerides
in human and mouse hypertriglyceridemia. J Lipid Res 43: 1899-1907.

21. Wang J, Yu L, Schmidt RE, Su C, Huang X, et al. (2005) Characterization of
HSCD5, a novel human stearoyl-CoA desaturase unique to primates. Biochem
Biophys Res Commun 332: 735-742.

22. Blanchet E, Annicotte JS, Lagarrigue S, Aguilar V, Clapé C, et al. (2011) E2F
transcription factor-1 regulates oxidative metabolism. Nat Cell Biol 13: 1146~
1152.

23. Martinou JC, Merlie JP (1991) Nerve-dependent modulation of acetylcholine
receptor epsilon-subunit gene expression. J Neurosci 11: 1291-1299.

24. Sampath H, Ntambi JM (2011) The role of stearoyl-CoA desaturase in obesity,
insulin resistance, and inflammation. Ann N'Y Acad Sci 1243: 47-53.

25. Dobrzyn A, Dobrzyn P, Lee SH, Miyazaki M, Cohen P, et al. (2005) Stearoyl-
CoA desaturase-1 deficiency reduces ceramide synthesis by downregulating
serine palmitoyltransferase and increasing beta-oxidation in skeletal muscle.
Am J Physiol Endocrinol Metab 288: E599-607.

26. Ibrahimi A, Bonen A, Blinn WD, Hajri T, Li X, et al. (1999) Muscle-specific
overexpression of FAT/CD36 enhances fatty acid oxidation by contracting
muscle, reduces plasma triglycerides and fatty acids, and increases plasma
glucose and insulin. J Biol Chem 274: 26761-26766.

27. Selsby JT, Morine KJ, Pendrak K, Barton ER, Sweeney HL (2012) Rescue of
dystrophic skeletal muscle by PGC-1a involves a fast to slow fiber type shift in
the mdx mouse. PLoS One 7: €30063. doi: 10.1371/journal.pone.0030063.

28. Handschin C, Chin S, Li P, Liu F, Maratos-Flier E, et al. (2007) Skeletal muscle
fiber-type switching, exercise intolerance, and myopathy in PGC-lalpha muscle-
specific knock-out animals. J Biol Chem 282: 30014-30021.

29. Handschin C, Kobayashi YM, Chin S, Seale P, Campbell KP, et al. (2007)
PGC-lalpha regulates the neuromuscular junction program and ameliorates
Duchenne muscular dystrophy. Genes Dev 21: 770-783.

30. Lowrie MB, Krishnan S, Vrbova G (1982) Recovery of slow and fast muscles
following nerve injury during early post-natal development in the rat. J Physiol
331: 51-66.

31. Sandri M, Lin J, Handschin C, Yang W, Arany ZP, et al. (2006) PGC-lalpha
protects skeletal muscle from atrophy by suppressing FoxO3 action and atrophy-
specific gene transcription. Proc Natl Acad Sci U S A 103: 16260-16265.

32. Sharp PS, Dick JR, Greensmith L (2005) The effect of peripheral nerve injury on
disease progression in the SOD1(G93A) mouse model of amyotrophic lateral
sclerosis. Neuroscience 130: 897-910.

33. Pérez-Garcia M]J, Burden SJ (2012) Increasing MuSK activity delays
denervation and improves motor function in ALS mice. Cell Rep 2: 497-502.

June 2013 | Volume 8 | Issue 6 | e64525



I1.3 Intérét de cette étude dans la recherche sur la SLA

Notre étude a mis en évidence le réle présumé de la SCD1 dans la SLA, a travers
son influence sur le métabolisme lipidique et son action sur I'axe moteur. Nous avons
pu montrer dans nos travaux que SCD1 est fortement dérégulée dans le muscle de
souris SOD1m, et qu'une modulation de son activité influence I'état d'innervation
musculaire apres lésion. Ainsi la baisse d'expression et d'activité de la SCD1 observée
dans le muscle des souris SOD1m pourrait étre un mécanisme mis en place par
I'organisme pour lutter contre les effets délétéres qui apparaissent au cours de la
pathologie. En effet, I'nypermétabolisme, s'il peut étre délétere au niveau de
I'organisme, peut n'étre qu'en réalité qu'un "dégat collatéral" di au changement ou la
conversion des fibres musculaires passant d'un métabolisme glycolytique ou mixte a un
métabolisme plus oxydatif. Cet état plus oxydatif pourrait étre dans un premier temps,
la seule voie permettant a I'organisme de préserver une innervation musculaire
suffisante, aprés l'atteinte des motoneurones de gros diametres innervant les unités
motrices a préférences glycolytiques. Ainsi la diminution expérimentale provoquée de
I'expression de la SCD1, favorise I'état oxydatif et de ce fait préserve davantage I'axe
moteur des animaux. Il se peut d'une diminution d'activité de la SCD1 associée a un
apport énergétique lipidigue augmenté permette un retard d'apparition de la maladie,

voire une augmentation de la survie des animaux.
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Chapitre III:

Etude d'une inhibition
pharmacologique de la
SCD1 sur les souris
SOD1m



III.1 Une diminution systémique de la SCD1 a-t-elle un effet bénéfique sur les
souris SOD1m ?

Nous avons vu dans le chapitre I que la SCD1 diminue au cours de la pathologie,
et que le profil d'acides gras des souris SOD1m est modifié. Le second chapitre suggére
gu'une perte d'expression et/ou d'activité de la SCD1 apporte des effets bénéfiques sur
I'axe neuro-musculaire aprés lésion mécanique du nerf sciatique. Dans ce dernier
chapitre nous nous intéresserons aux effets d'une inhibition pharmacologique de
I'activité de la SCD1 chez des souris SOD1m.

II1.2 Stratégie expérimentale

Pour mener a bien cette étude, nous avons utilisé un inhibiteur pharmacologique
de [l'activité de la SCD1, le (3-(5-methyl-[1,3,4] thiadiazol-2-yl)-6-[4-(2-
trifluoromethyl-phenoxy)-piperidin-1-yl]-pyridazine, que nous appellerons MF-438
(Prestwick Chemical, Illkirch, France). Nous avons ajouté cet agent pharmacologique a
la nourriture des animaux (males SOD1m et homologues sauvages, n=8-10), a une
dose de 10mg/kg/ jour (SAFE, Augy, France). Les animaux ont été traités de I'age de
60 jours a 95 jours. Ils ont été suivis pendant toute la durée de |'expérience, par prises
de poids régulieres, et expertise visuelle. Un électromyogramme a été réalisé juste
avant l'euthanasie. Le sérum ainsi que les muscles des pattes postérieures et la moelle
épiniere ont été prélevés pour les analyses histologiques et biochimiques. Deux autres
groupes ont été ajoutés a cette étude. Le premier groupe comporte des souris (SOD1m
et homologues sauvages n=8-10) traitées avec une alimentation enrichie en acides
gras saturés (SFA, Végétaline 15%, Unilever, Londres, Angleterre), substrat de la
réaction enzymatique de la SCD1, complémenté avec l'inhibiteur de la SCD1, le MF-438
(groupe SFA-MF). La Végétaline a été combinée a une alimentation standard pour
rongeur (A04, SAFE, Augy, France). Le second groupe est un groupe de souris contréle
(SOD1m et homologues sauvages n=8-10) traité avec une alimentation enrichie en

acides gras saturés (groupe SFA).
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Le traitement du premier groupe (groupe SFA-MF) a pour but de réduire massivement
la présence d'acides gras mono-insaturés (MUFA), produits de la réaction de la SCD1.
L'apport du MF-438 permet une inhibition de I'activité enzymatique, donc une baisse de
la conversion des SFA en MUFA. L'apport de SFA dans I'alimentation permet de réduire
la biodisponibilité des MUFA présents dans I'alimentation standard. Le second groupe
(groupe SFA) est un groupe contréle qui permet de mesurer les effets physiologiques

d'une alimentation enrichie en SFA (Figure 14).

Voici a présent quelques résultats préliminaires.

III.3 Résultats et discussion

III.3.1 Controéle de I'expression et de I'activité de la SCD1

Le traitement MF-438 entraine une perte de poids chez les animaux traités, mais
également une alopécie, déja décrite dans la littérature, dés le cinquieme jour de
traitement (Leger et al. 2010). Par ailleurs I'analyse d'expression génique musculaire
de la SCD1 a révélé une perte de l'expression de SCD1 chez les souris SOD1Im
controles en comparaison a leurs homologues sauvages (Figure 15 A). Le traitement
MF-438 n'induit pas de baisse d'expression musculaire chez les souris sauvages. En
revanche on observe une forte augmentation d'expression de la SCD1 musculaire chez
les souris SOD1m traitées avec le MF-438. Cela peut s'expliquer par le fait que
I'inhibiteur bloquant I'activité enzymatique de la SCD1, l'organisme cherche a
compenser cette diminution d'activité en favorisant la transcription du géne. Les
animaux traités avec les SFA ne présentent pas d'augmentation d'expression
musculaire de la SCD1. En effet, il se peut que les quantités de SFA absorbées ne
soient pas suffisantes a elles-seules pour induire une augmentation d'expression de la
SCD1 au niveau musculaire. Le traitement SFA-MF induit une augmentation
d'expression de la SCD1 chez les souris sauvages et chez les souris SOD1m. On peut
considérer que l'augmentation observée chez les souris sauvages traduit une
combinaison des effets du MF-438 et des SFA, non suffisants a eux-seuls pour induire

une augmentation d'expression de la SCD1 chez ces souris.

L'analyse de l'activité enzymatique systémique de la SCD1 par GC a permis de

confirmer les effets de l'inhibiteur pharmacologique (Figure 15 B et C). Les rapports
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Figure 14: Représentation schématique du protocole expérimental et des
niveaux d'analyses de I'étude

Le protocole expérimental de cette étude consiste a traiter des souris SOD1m et
leurs homologues sauvages de I'dage de 60 jours (asymptomatique) a I'age de 95
jours (apparition des symptomes) (n=8-10). Le traitement incorporé dans la
nourriture est administré par prise alimentaire. Différents niveaux d'analyses
sont ensuite étudiés : 1) I'état d'innervation musculaire, 2) I'état métabolique, 3)
I'état de dégénérescence.
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Figure 15 : Niveaux d'expression musculaire de la SCD1 et activités
relatives de I'enzyme dans le systéme circulant

par analyse du rapport circulant,

(A) Expression de I'ARNm de la SCD1 par RT-PCR quantitative dans le muscle
gastrocnémien de souris sauvages (WT, barres blanches) et de souris SOD1m
(SOD, barres noires), (valeurs moyennes d'expression de SCD1/ POL2, +/- SEM,
n=8-10, *,p<0,05 ANOVA, post test Tukey). (B,C): Activité relative de la SCD1

produit/substrat.

(B) Rapport de l'acide

oléique/stéarique (C18:1/C18) . (C) Rapport de Il'acide palmitoléique/palmitique
(C16:1/C16). (valeurs moyennes du rapport, +/- SEM; *,p<0,05 ANOVA, post
test Tukey).



produits/substrats de I'activité enzymatique de la SCD1 (C18:1/C18 et C16:1/C16)
montrent une baisse d'activité de I'enzyme chez les souris SOD1m contrbles en
comparaison a leurs homologues sauvages. On observe également une forte diminution
de ces rapports chez les souris sauvages et SOD1m aprées traitement avec le MF-438.
Cette baisse d'activité est également constatée dans les deux autres groupes
expérimentaux. En effet, on observe une diminution d'activité dans le groupe SFA, en
comparaison avec le groupe controle. On remarque également une réduction d'activité
plus forte dans le groupe SFA-MF, mettant en évidence |'effet combiné de l'inhibiteur et
des SFA.

III.3.2 Examen électromyographique et analyse de l'innervation

L'examen électromyographique (EMG) réalisé sur les animaux juste avant
I'euthanasie a permis de montrer que le traitement MF-438 n'entrainait pas de perte
d'innervation chez les souris sauvages. Nous avons également pu constater qu'a 95
jours, age du préléevement, 60% des souris SOD1m présentaient un EMG positif, alors
gu'il n'y en avait que 10% dans le groupe traité avec le MF-438. Le groupe traité avec
les SFA présente un niveau de dénervation quasi similaire a celui des souris SOD1m
contrbles avec 50% d'animaux présentant un EMG positif. Le groupe SFA-MF présente
un taux d'EMG positif plus faible que le groupe contr6le, mais supérieur a celui du
groupe traité avec le MF-438. On observe 30% d'EMG positif dans ce groupe SFA-MF
(Figure 16 A, C et D).

Les résultats de RT-PCR quantitative ont confirmé cet effet au niveau de
I'expression d'un géne de jonction neuro-musculaire (JNM) dans le muscle
gastrocnémien (sous-unité alpha du récepteur cholinergique). En effet, chez les souris
SOD1m contréles on trouve une forte augmentation du niveau d’expression de ce géne
de jonction, connu pour étre surexprimé lors d'une perte d'innervation (Witzemann et
al. 1991). Nous avons remarqué que les souris SOD1m traitées avec le MF-438
expriment moins de sous-unités alpha de ce récepteur que leurs homologues non
traités. Les souris SOD1m traitées avec les SFA ou SFA-MF présentent également une
baisse d'expression de ce récepteur, cependant les effets semblent moindres que dans
le groupe exclusivement traité avec le MF-438. Les effets déléteres connus des SFA,
notamment impliqués dans des processus de lipotoxicité, pourraient expliquer ces
résultats (Figure 16 B). En effet, une concentration trop importante de SFA peut

entrainer une insulino-résistance, mais aussi une réaction inflammatoire pouvant
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Figure 16 : Pourcentage d'EMG positif a la dénervation et niveau
d'expression musculaire de récepteur cholinergique

(A) Représentation de I'état de dénervation musculaire des animaux en fonction
de leurs traitements (contréle (SOD-CT), MF-438 (SOD-MF), SFA (SOD-SFA),
SFA+MF-438 (SFA-MF)). EMG positif en noir et EMG négatif en blanc (n=8-10).
(B) Expression musculaire, de I'ARNm de la sous-unité alpha du récepteur
cholinergique, détectée par RT-PCR quantitative, aprés ces mémes traitements.
Les barres blanches représentent les souris sauvages (WT) et les noires les
souris SOD1m (SOD), (n=8-10;*p<0,05 ANOVA, post test Tukey). (C) Tracé
EMG+ d'une souris SOD1m contrble (SOD-CT). (D) Tracé EMG- d'une souris
SOD1m traité avec le MF-438 (SOD-MF).



conduire a l'activation de la voie pro-apoptotique (Bonnard et al. 2008; Coll et al.
2008; Miller et al. 2005). On peut alors envisager que l'effet bénéfique d'une baisse
d'activité de la SCD1 dans les groupes SFA et SFA-MF est réduit par la trop forte

concentration en SFA.

III.3.3 Analyse de I'état métabolique musculaire

L'analyse histologique du muscle tibialis a montré que le traitement MF-438
entraine une augmentation du métabolisme oxydatif chez les souris sauvages (Figure
17 C, D, E, F et G) ). En effet les souris sauvages traitées présentent une plus forte
proportion de fibres oxydatives (positives au marquage succinate déshydrogenase
SDH), que leurs homologues non traitées. De méme une tendance similaire est
observée chez les souris SOD1m. Toutefois il faut noter que les souris SOD1m
contrbles présentent naturellement un taux de fibres SDH positives supérieur a celui

des souris sauvages.

L'analyse de I'état d'atrophie musculaire met en évidence que le niveau
d'expression de l'atrogine est augmenté dans le muscle des souris SOD1m contrdles en
comparaison a leurs semblables sauvages (Figure 17 A). Le traitement MF-438 n’induit
pas d'augmentation d'expression de l'atrogine chez les souris SOD1m. En revanche on
constate une forte augmentation de cette expression chez les souris sauvages. Cela
peut s'expliquer par le fait que les muscles de ces animaux opéerent un changement
métabolique majeur, confirmé lors de l'analyse SDH. Ce changement métabolique,
conduisant au «switch» (conversion ou changement) de fibres a préférence
glycolytique vers une préférence oxydative; celui-ci entraine une restructuration
morpho-fonctionnelle pouvant expliquer cette expression génique (Yang et al. 2006).
Cette expression n'est pas ou peu altérée chez les souris SOD1m dont le changement
métabolique est déja effectué. De plus, une autre étude montre que I'AMP-activated
protein kinase (AMPK) est un activateur de l'expression de l|'atrogine (Nakashima and
Yakabe 2007). De méme il a été montré qu'une baisse d'activité de la SCD1 induisait
une activation de la voie AMPK (Dobrzyn et al. 2004; Kim et al. 2011). Ainsi une baisse
de la SCD1 pourrait induire I'AMPK et permettre ce changement d'expression de
I'atrogine. Une diminution de I'expression de l'atrogine est également observée dans
les groupes SFA et SFA-MF.
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Figure 17: Niveau d'expression musculaire de I'atrogine et Bax, et
analyse histologique du métabolisme oxydatif musculaire.

(A) Expression de l'atrogine par RT-PCR quantitative dans le muscle de souris
sauvages (barres blanches) et de souris SOD1m (barres noires) en fonction de
leurs traitements (n=8-10, *,p<0,05 ANOVA, post test Tukey). (B) Expression de
Bax par RT-PCR dans le muscle des mémes souris. (C) Pourcentage de fibres
musculaires positive au test SDH dans le muscle tibialis des souris sauvages et
SOD1m en condition controle ou MF. (D) Images représentatives de ['état
oxydatif du muscle suite a un marquage succinate déshydrogénase (SDH), chez
les souris sauvages controles (WT CT), (E) sauvages traitées MF-438 (WT-MF),
(F) les souris SOD1m controles (SOD CT), (G) les souris SOD1m traitées MF-438
(SOD-MF). Le sens des fleches indique la gradation de I'intensité du marquage.



L'expression de Bax, facteur pro-apoptotique, est augmentée chez les souris
SOD1m controles (Figure 17 B). En revanche on remarque une diminution de son
expression chez les souris SOD1m apres traitement. Le MF-438 permet une
restauration de I'expression a un niveau similaire a celui des souris sauvages controles.
Cet aspect est également cohérent avec la description faite dans la littérature, qui
montre que les souris SOD1m présentent un niveau de marqueurs apoptotiques
supérieur a celui de leurs homologues sauvages (Dobrowolny et al. 2011; Miller and
Girgenrath 2006; Patel et al. 2010; Tews et al. 1997). Les deux autres groupes
(groupe SFA et groupe SFA-MF) présentent également un niveau d'expression de Bax

diminué chez les souris SOD1m en comparaison aux souris SOD1m controles.

II1.3.4 Evaluation de la neuroprotection motoneuronale

L'observation de la corne ventrale de la moelle épiniere lombaire a permis de
constater que les souris SOD1m traitées avec le MF-438 ont un nombre de
motoneurones supérieur a celui des SOD1m non traités (Figure 18 A, B et C). En effet,
le nombre de MN des souris SOD1m contrbles est diminué par rapport a celui présent
chez les animaux sauvages, traités ou non. Les souris SOD1m traitées avec les SFA ou
SFA-MF présentent également un nombre de MN supérieur a celui des souris SOD1m

controles.

L'analyse de I'astroglyose, par mesure du niveau d’expression de la glial fibrillary
acidic protein (GFAP) dans la moelle épiniere, a montré que les souris SOD1m
contrbles avaient une astroglyose plus importante que leurs homologues sauvages
(Figure 18 D). Les traitements MF, SFA et SFA-MF permettent une réduction de cette
astroglyose dans des proportions similaires, en comparaison au groupe de souris
SOD1m contrOle. Les différents traitements réduisent également l'expression de la

GFAP dans la moelle épiniére des souris sauvages.

Par ailleurs, I'étude de I'activation microgliale suite a I'analyse de I'expression de
I'allograft inflammatory factor 1 (AIF-1) également connu sous le nom de ionized
calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) a montré une augmentation de cette
activation dans la moelle épiniere des souris SOD1m contréles en comparaison a leurs
homologues sauvages (Figure 18 E). Le traitement MF permet une réduction de
I'expression de IBA1, restaurant son niveau a un état proche de celui des souris

controles. Les souris sauvages traitées avec le MF ont un niveau d’expression de IBA1
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Figure 18: Quantification du nombre de motoneurones dans la corne
ventrale de la moelle épiniére lombaire et niveau d'expression de genes
de I'astroglyose et de I'activation microgliale dans la moelle épiniere

(A) Nombre de motoneurones dans la corne ventrale de la moelle épiniere
lombaire dans les différents groupes de souris, en fonction de leurs traitements
(n=8, +/- SEM, a-d,p<0,05 ANOVA, post test Tukey) (a) WT-CT vs SOD CT, (b)
SOD-MF vs SOD-CT, (c) SOD-SFA vs SOD-CT, (d) SOD-SFA-MF vs SOD CT. (B)
Image mettant en évidence les motoneurones par un marquage dirigé contre la
Choline acétyltransférase (ChAT) chez une souris SOD1m contrdle. (C) Méme
illustration chez une souris SOD1m traitée avec le MF-438. (D) Expression de
I'ARNm de la GFAP dans la moelle épiniére thoracique des souris sauvages (WT,
barres blanches) et SOD1m (SOD, barres noires) en fonction de leurs
traitements (n=8-10, +/- SEM,*, p<0,05 ANOVA, post test Tukey). (E)
Expression de I'ARNm de IBA1 dans les mémes animaux et dans les mémes
conditions.



légerement diminué par rapport a leurs contrdles non traités. Les traitements SFA et
SFA-MF entrainent aussi une diminution de |'expression de IBA1l chez les souris
SOD1m. Le traitement SFA ne semble pas aussi efficace que le traitement MF ou que le
traitement combiné SFA-MF. Les souris sauvages ne semblent pas influencées par ces

traitements.

II1.4 Apports de cette étude dans la recherche sur la SLA

Cette étude préliminaire renforce notre idée qu’une baisse d’activité de la
SCD1 apporte des effets bénéfiques sur |'axe moteur, notamment sur les
animaux modeles de la SLA. Il faudra néanmoins compléter cette analyse par le
suivi de la survie des souris SOD1m aprés un traitement plus long avec le MF.
Pour I'heure, une telle étude n'a pu étre réalisée, en raison d’effets secondaires
importants sur nos animaux. Nous n’avons pas encore identifié I'origine de ces
effets secondaires. Nous excluons toute possibilité de surdosage, car le méme
traitement fut déja administré sur une période de 90 jours a des souris
sauvages. Cette derniere étude portait sur les effets d'une inhibition prolongée
de l'activité de la SCD1. Une alopécie marquée est apparue des le cinquieme
jour de traitement et ce pendant toute sa durée. L’'analyse EMG n’avait révélé
aucun signe de dénervation et la vitesse de conduction nerveuse était normale
aprés traitement. Il est possible que |'alopécie et l'altération de la barriere
cutanée refletent une fragilité des animaux, et les rendent plus susceptibles a
des parasites opportunistes. Une mise en quarantaine des animaux, ou un
élevage dans des conditions axéniques permettra peut étre d’empécher ce type

d’atteintes.
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Discussion
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Les recherches menées dans le cadre de ma these se fondent sur les
découvertes d'une étude antérieure a mon arrivée au laboratoire, dans laquelle une
analyse du transcriptdbme musculaire de souris SOD1m et de patients SLA fut réalisée
(Gonzalez de Aguilar et al. 2008; Pradat et al. 2012). Mon travail a consisté a étudier
les effets de modifications d'expression et d'activité de la SCD1 dans un contexte
neurodégénératif. Dans la discussion qui suit je reviendrai sur I'origine du projet et le
contexte de I'étude, puis sur l'analyse des profils lipidiques observés chez les souris
SOD1m et enfin nous verrons l'apport de I'étude pharmacologique dans le contexte
physiopathologique de la SLA.

I) Contexte originel : le phénotype métabolique de la SLA

En 2004, des travaux menés au sein du laboratoire ont révélé que les souris
SOD1m présentaient un déficit énergétique caractéristique, I'hypermétabolisme
(Dupuis et al. 2004). Cette atteinte se traduit par une augmentation de la dépense
énergétique, probablement d'origine musculaire. En effet, il a été montré qu'une
augmentation de la clairance périphérique des lipides est retrouvée chez les souris
SOD1m (Fergani et al. 2007). Cette hypothése est renforcée par I'observation d'une
augmentation d'expression musculaire de FAT/CD36, dont le rble est de faciliter
['utilisation des acides gras, chez les souris SOD1m (Coburn et al. 2000; Fergani et al.
2007). La diminution des ressources énergétiques contribuant au développement de la
maladie, un apport alimentaire hyperlipidigue permet de retarder l'apparition de la
pathologie et de prolonger la vie des animaux (Dupuis et al. 2004). Une restriction
calorigue quant a elle accélere le déclenchement de la maladie (Hamadeh et al. 2005).
Une explication envisagée, repose sur le fait que le métabolisme lipidique est
intimement lié a de nombreuses voies de transduction, impliquant de multiples facteurs
de transcription et seconds messagers. Ainsi on peut envisager l'implication de I'AMPK,
connue pour sa sensibilité aux variations énergétiques, notamment par son activation
via la diminution de I'ATP et I'augmentation de I'AMP. Variations toutes deux décrites
dans la littérature comme présentes dans le muscle des souris SOD1m (Derave et al.
2003; Dupuis et al. 2003). De méme le métabolisme semble influencer la
différenciation musculaire par la voie de peroxisome proliferator-activated receptor

gamma coactivator 1-alpha (PGC-1-alpha), récemment décrit comme associé a la
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formation de la JNM (Handschin et al. 2007). Son implication dans la pathologie parait
aujourd'hui évidente, car récemment rapportée comme diminuée dans le muscle de
patients SLA et de souris SOD1m (Thau et al. 2012). Cette interaction entre le
meétabolisme lipidique et I'état d’avancement de la maladie a également été confirmée
par une étude montrant qu'une perte d'expression de PGC1l-alpha entrainait une

accélération de la progression de la SLA (Eschbach et al. 2013) .

Les constatations d'atteinte du métabolisme lipidique ont conduit a I'analyse du
transcriptdome musculaire des souris SOD1m et des patients (Gonzalez de Aguilar et al.
2008; Pradat et al. 2012). Cette analyse a révélé une altération de I'expression de la
SCD1, un gene impliqué dans le métabolisme lipidique. Dans ce contexte est né le
projet SCD1, visant a étudier I'impact d'une modulation d'expression et d'activité de la
SCD1 sur l'axe neuromusculaire, et plus largement dans la SLA. L'intérét porté aux
lipides s’explique par leur réle dans le métabolisme énergétique mais également dans
les nombreuses voies de signalisation, en tant que messagers, et également pour leurs
roles structuraux. Par ailleurs, dans un contexte neurodégénératif global, il a été
montré que les lipides sont impliqués dans d'autres pathologies neurodégénératives.
En effet, quelques études ont rapporté les effets bénéfiques d'une restriction calorique
dans le cas de la maladie d'Alzheimer, d'Huntington et de Parkinson (Duan et al. 2003;
Maswood et al. 2004; Patel et al. 2005). A l'inverse, une hypercholestérolémie est un
facteur de risque pour le développement de la maladie d'Alzheimer (Pappolla et al.
2003). Au contraire, dans la SLA, les patients présentant un rapport plasmatique
LDL/HDL élevé ont une espérance de vie plus longue que les patients SLA avec un

rapport identique aux sujets contréles (Dupuis et al. 2008).

La comparaison des phénotypes métaboliques entre les souris SOD1m et les
souris invalidées pour scdl (scdl-/-) a renforcé notre choix de scdl comme gene
d'intérét pour I'étude des mécanismes physio-pathologiques dans la SLA. La forte
ressemblance du phénotype métabolique entre les deux modeles suggere SCD1 comme
acteur de I'hypermétabolisme chez les souris SOD1m. Cet hypermétabolisme est
considéré comme un mécanisme potentiellement néfaste pour I'axe moteur depuis
I'étude menée au sein du laboratoire, montrant qu'un découplage mitochondrial
exclusivement musculaire, conduisant a un hypermétabolisme, est capable d'induire un
état de dénervation chez les animaux modeles (MCK-UCP) (Dupuis et al. 2009b). On
peut ainsi imaginer que la diminution d'expression musculaire de la SCD1 chez les

souris SOD1m est imputable a I'expression musculaire de la SOD1 mutée. La
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confirmation de cette baisse de la SCD1 chez les patients SLAs et SLAf, qui présentent
également un hypermétabolisme, renforce l'idée d'une pathologie systémique avec

influence périphérique dont le muscle serait un acteur métabolique majeur.

II) Les acides gras dans la SLA : implications multiples

Ayant considéré que les lipides pouvaient avoir une influence sur la pathologie
du fait de leurs multiples fonctions, tant énergétiques que structurales ou informatives,
nous avons analysé plus en détail le profil AG des souris SOD1m. Nous avons vu dans
le chapitre I que le profil d'AG est altéré au cours de la pathologie dans les souris
SOD1m.

La forte diminution du rapport MUFA/SFA, tant hépatique que plasmatique,
confirme les altérations métaboliques imputables aux modulations d'expression et
d'activité de la SCD1. Les modifications de ce rapport renseignent non seulement sur
I'état d'activité de I'enzyme mais renforcent aussi I'hypothése de son implication dans
la pathologie. Elles permettent également de mieux envisager les mécanismes
pathologiques trouvés dans la SLA. En effet il a été montré que le rapport MUFA/SFA
influence la fluidité membranaire et permet une plus grande souplesse cellulaire, tant
en terme de communications, que d'échanges ou de réajustement et survie (Ntambi
and Miyazaki 2004). De méme une étude récente a mis en évidence une baisse de
fluidité membranaire dans la moelle épiniére des souris SOD1m (Miana-Mena et al.
2011). Ainsi une baisse du rapport MUFA/SFA suite a une diminution d'expression et
d'activité de la SCD1 pourrait entrainer des atteintes membranaires et empécher un
réajustement cellulaire tant au niveau spinal que musculaire. La diminution de fluidité
membranaire entraine aussi une baisse de la communication intra- et inter-cellulaire

due a la réduction des mouvements des récepteurs cellulaires.

Notre analyse a également permis de montrer une série d'altérations d'autres
especes d'acides gras, notamment des PUFA, fortement impliqués dans la signalisation

cellulaire.
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Un PUFA souvent étudié, l'acide docosahexaénoique (DHA), dont l'action est anti-
inflammatoire et qui appartient a la classe des oméga-3, est connu pour étre fortement

peroxydé dans la moelle épiniére des souris et patients SLA (Ilieva et al. 2007).

Dans notre étude, nous avons pu observer une forte augmentation du niveau circulant
de DHA et ce dés les premiers signes électromyographiques. Cela pourrait traduire une
augmentation de la lipolyse, hypothése accrue par notre observation d'augmentation
du niveau circulant de glucagon a un stade symptématique de la maladie (données non
présentées). De méme nous avons observé dans le foie des souris SOD1m une baisse
de la lipogenése (article 1) et dans le tissu adipeux une augmentation de |'expression
de PPAR gamma, dont I'action est connue pour influencer I'expression de genes pro-
lipolytiques (données non présentées). Cela peut également conduire a une plus forte
peroxydation lipidique, les PUFA étant plus sensibles que les MUFA ou SFA en raison de
leur plus grand nombre de doubles liaisons sur leur chaine carbonée. Peroxydabilité
gue nous avons aussi détectée dans nos travaux (données non présentées) et qui
pourrait concorder avec les travaux de Yip et ses collaborateurs. En effet, dans leurs
études, les auteurs ont cherché a vérifier I'effet protecteur sur des souris SOD1m de
I'EPA, le précurseur des DHA. Ils ont observé une aggravation et une accélération de la
pathologie ainsi qu'une mort prématurée des souris SOD1m (Yip et al. 2013). Une
explication proposée par les auteurs est basée sur la plus grande susceptibilité des

PUFA a étre peroxydés et a induire des effets toxiques (Kanner et al. 1987).

Notre étude a montré qu'il est possible d'influencer le profil d'AG chez les souris
SOD1m, ce qui met en évidence un maintien de la capacité de régulation des voies de
signalisations métaboliques. Ceci suggere l'absence d'une perte irréversible des
capacités de modulations d'expression génique et d'activité protéique impliquées dans
le métabolisme lipidique. En effet |'agoniste synthétique du récepteur LXR,
couramment utilisé pour augmenter l'expression génique de la SCD1 permet une
restauration de I'activité enzymatique. Par ailleurs, nous avons pu montrer en utilisant
un autre agent pharmacologique, qu'il est possible de réduire I'activité enzymatique de
la SCD1. Le MF-438 induit une baisse d'activité de la SCD1 chez les souris sauvages et
conduit a un profil AG similaire a celui trouvé chez les souris SOD1m. Ce dernier point
renforce l'idée que la baisse de la SCD1 observée chez les souris SOD1m est
responsable du profil d’acides gras détecté chez ces animaux. Plus encore, notre
analyse a montré que le taux de cholestérol circulant ainsi que le niveau de TG est

fortement diminué chez les souris SOD1m des les premiers symptomes, et que ce
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niveau est compensé par un traitement avec l'agoniste LXR. De méme ['inhibition
d'activité de la SCD1 a l'aide du MF-438, chez des souris sauvages, entraine une baisse
du taux de cholestérol et de TG circulants, ce qui est cohérent avec les études de
Miyazaki et ses collaborateurs (Miyazaki et al. 2000; Miyazaki et al. 2001). Cela
démontre que la seule modulation d'activité de la SCD1 peut entrainer des
modifications du métabolisme lipidique, bien au-dela du rdle initial de I'enzyme. Notre
premiere étude suggeére un rble néfaste de la perte de la SCD1, du fait de son
implication sur le profil lipidique. En effet la perte de la SCD1 entraine la diminution du
niveau de cholesterol et de TG circulants, dont un niveau élevé concorde avec une

survie accrue des patients SLA (Dorst et al. 2011).

Dans l'ensemble, l'article 1, présenté dans le chapitre I, met en évidence une
forte interaction entre le profil métabolique des souris SOD1m et ['altération
d'expression et d'activité de la SCD1. Nos résultats suggerent que la baisse de la SCD1
chez les souris SOD1m influence le métabolisme lipidique et entraine

I'nypermétabolisme conduisant a la perte des réserves lipidiques.

III) SCD1 dans un contexte neurodégénératif

Au début de ce projet, nous avions émis I'hypothése que la SCD1 influencait
négativement |'axe moteur dans la pathologie. Nos connaissances des effets déléteres
d'un hypermétabolisme musculaire, ainsi que Il'implication de la SCD1 dans
I'nypermétabolisme nous ont orientés vers cette hypothése. Notre analyse ayant révélé
une diminution précoce d'expression musculaire de la SCD1, nous avons naturellement
envisagé qu'il pouvait s'agir d'un mécanisme intervenant dans la mise en place de la
pathologie. Par la suite, I'étude phénotypique des souris scd1-/- a permis d'exclure que
l'unique perte de la SCD1 était capable d'induire une altération de l'innervation (article
2, Plos One). De plus, nous avons constaté qu'une perte totale et irréversible
d'innervation musculaire est associée a une augmentation de I'expression musculaire
de la SCD1. En revanche, une lésion mécanique du nerf sciatique, permettant une
récupération fonctionnelle, induit une diminution d'expression musculaire de la SCD1.
Afin de vérifier si, en réalité, une diminution d'expression et d'activité pouvait étre
bénéfique sur I'axe moteur, nous avons réalisé une lésion mécanique du nerf sciatique,

et nous avons administré un inhibiteur de I'activité de la SCD1 a des souris sauvages.
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Il s'est avéré que la diminution d'activité de la SCD1 permettait une meilleure
récupération fonctionnelle apres lésion du nerf. Nous avons donc reconsidéré notre
hypothese de départ d'un effet délétére de la perte de la SCD1 dans la SLA. Il se peut
en effet que la diminution précoce de la SCD1 soit en réalité un processus mis en place
par I'organisme pour compenser I'avancée de la pathologie.

Les résultats du chapitre III reprennent cette hypothese et suggérent qu'une baisse de
I'activité de la SCD1 pourrait apporter des effets bénéfiques sur I'axe moteur des souris
SOD1m.

La difficulté de cette analyse générale du role de la SCD1 dans la pathologie
repose sur la distinction entre des mécanismes locaux et systémiques. En effet, il se
peut qu'un effet local bénéfique entraine des effets systémiques néfastes pour
I'organisme. La encore, il faut envisager la possibilité qu'un effet puisse étre bénéfique
a court terme, et entrainer des atteintes plus séveres sur le long terme.

A présent, a partir de nos observations et nos connaissances, voici quelques
hypotheses de mécanismes permettant d'envisager le réle de la SCD1 dans la SLA.
Dans un premier temps, il sera question des effets bénéfiques, puis dans un second

temps nous verrons les effets néfastes.

Effets bénéfiques :

e La diminution de la SCD1 entraine une modification métabolique, associée
a un changement du type de fibre musculaire (Schmitt Hussain et al.
2013), similaire a celui retrouvé chez des souris SOD1m (Sharp et al.
2005). Les fibres deviennent plus oxydatives, donc avec une préférence
énergétique orientée vers I'utilisation des AG. Cette préférence pourrait
influencer la consommation lipidique et expliquer partiellement Ila
diminution des réserves lipidiques (Dupuis et al. 2004; Fergani et al.
2007; Thau et al. 2012).

e Le changement de préférence énergétique et de type de fibre musculaire
pourrait étre associé a un mécanisme visant a conserver l'innervation
musculaire, en proie a une perte des MN des unités motrices FF (rapide et
fatigable, innervant les fibres musculaires glycolytiques) (Frey et al.
2000; Hegedus et al. 2008; Pun et al. 2006).
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La diminution d'expression de la SCD1 est bénéfique pour une
récupération fonctionnelle aprés lésion réversible du nerf sciatique
(Schmitt Hussain et al. 2013). Cet effet bénéfique pourrait s'expliquer par
une augmentation de la beta-oxydation (Dobrzyn et al. 2005; Dobrzyn et
al. 2004; Ntambi et al. 2002), permettant une plus grande synthese
d'ATP et ainsi entretenir et restaurer la IJNM via les récepteurs
purinergiques post-synaptiques, P2Y et P2X. En effet, I'ATP module la
sensibilité a l'acétyl-choline au niveau de la JNM et permet un
réarrangement et un maintien des récepteurs cholinergiques dans cette
région musculaire (Ling et al. 2004; Lu and Smith 1991; Tsim et al.
2003).

Il faut également souligner que la beta-oxydation produit davantage
d'ATP lorsqu'il s'agit de SFA plutét que de MUFA, ce qui, la encore,
pourrait concorder avec un effet bénéfique d'une baisse de la SCD1
(Biochemistry. 5th edition Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L, 2002 ID:
NBK22387). L'ATP pré- et post-synaptique influengant le maintien de la
JNM et I'agrégation des récepteurs (Santos et al. 2003; Tsim et al. 2003),
il se peut que les effets bénéfiques d'un maintien ou d’une récupération
fonctionnelle de l'innervation passent par cette voie purinergique. De
méme, la baisse d'ATP musculaire chez les souris SOD1m (Dupuis et al.
2003) pourrait expliquer en partie la déstabilisation progressive de la JNM
trouvée dans la maladie (Dupuis and Loeffler 2009; Fischer et al. 2004;
Marcuzzo et al. 2011). Des études portant sur linvalidation des
récepteurs purinergiques P2X2 ont rapporté une déstabilisation de la JNM
(Ryten et al. 2007), ce qui accroit le role potentiel de I'ATP et de ses
récepteurs dans l'altération de la JNM retrouvé dans la SLA.

La baisse de la SCD1 conduisant a une diminution du taux de cholestérol
(Miyazaki et al. 2000), on peut également imaginer que la fluidité
membranaire pourrait étre en partie augmentée (Cooper 1978; Gleason
et al. 1991; Pucadyil and Chattopadhyay 2006), ce qui favoriserait le
réarrangement de la JNM.

La baisse de la SCD1 permet de réduire le taux de MUFA présents, ce qui
pourrait atténuer l'agrégation cytotoxique de la SOD1m décrite comme

augmentée en présence de MUFA (Kim et al. 2005).
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De méme une baisse de la SCD1 favoriserait la réponse UPR (Ariyama et
al. 2010). Réponse UPR qui est augmentée au niveau des MN des souris
SOD1m (Prell et al. 2012). Des études suggerent qu'une baisse de la
réponse UPR favoriserait l'accumulation de protéine SOD1m chez les
souris SOD1m et qu'une stratégie thérapeutique passerait par une
activation de cette réponse UPR (Wang et al. 2011).

La baisse de la SCD1 permet une réduction de la concentration de
céramide (Dobrzyn et al. 2005), dont la concentration dans la moelle
épiniere des souris SOD1m et des patients SLA est associée a la

dégénérescence des MN (Cutler et al. 2002).

Effets secondaires indésirables ou néfastes d'une baisse de la SCD1

La baisse de la SCD1 pourrait induire une inflammation par augmentation
du niveau de SFA (Kadotani et al. 2009) ainsi qu'un stress du réticulum
endoplasmique (Peter et al. 2009; Wei et al. 2006).

Une lipotoxicité pourrait étre induite suite a une baisse de la SCD1. La
baisse d'activité enzymatique induirait une surconcentration de SFA,
couramment impliguée dans la lipotoxicité cellulaire (Estadella et al.
2013).

IV) Apport de I'inhibition pharmacologique de la SCD1 dans la SLA

A I'heure actuelle, aucun traitement pharmacologique ne permet de soigner la

SLA. Seul le riluzole permet de prolonger la vie des patients de quelques mois. Ainsi il

est crucial de tester de nouveaux agents pharmacologiques pouvant améliorer la vie

des patients voire prolonger la vie de ces derniers, ou encore guérir la SLA. Bien des

molécules ont été testées, sur les bases des études scientifiques constatant des

altérations génétiques, moléculaires ou physiologiques dans la pathologie. Dans ce
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contexte, et au vu de nos travaux, nous avons engagé un traitement pharmacologique
sur nos souris SOD1m, visant a réduire massivement l'activité de la SCD1. De méme
nous avons traité des souris SOD1m avec une alimentation enrichie en SFA, modifiant
ainsi la biodisponibilité des MUFA.

La diminution systémique de I'activité de la SCD1 chez les souris SOD1m apporte
des effets bénéfiques au niveau de I'axe neuro-musculaire. En effet, nos observations
de I'état d'innervation ainsi que I'analyse du nombre de motoneurones présents dans la
moelle épiniere, montrent un effet bénéfique du traitement chez nos souris SOD1m. De
méme un apport de SFA permet une réduction de la perte des MN dans la corne
ventrale de la moelle épiniere. Les effets observés seraient associés a des modifications
du profil lipidigue des animaux, leurs permettant une meilleure utilisation de ces
ressources tant d'un point de vue énergétique que structural ou de signalisation.
Cependant ces résultats sont encore tres préliminaires et demandent a étre confirmés

par des expériences complémentaires.
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Conclusions et perspectives

Les résultats de ces travaux ont permis de mieux caractériser les altérations
meétaboliques constatées chez les souris SOD1m. Nous avons montré par nos études
gue les AG jouent un réle prépondérant dans la pathologie, et ce grace a leurs

multiples actions, structurales, énergétiques, et signalétiques.

Rappelons ces différents points :

e Le profil d'AG est altéré dans les souris SOD1m.

e L'activité de la SCD1 influence le profil d'AG mais aussi les concentrations de TG
et de cholestérol.

e La baisse d'expression musculaire de la SCD1 apparait avant les premiers
symptomes moteurs.

e Une diminution d'activité de la SCD1 est bénéfique pour une récupération
fonctionnelle apres Iésion nerveuse.

e L'inhibition pharmacologique de lI'activité de la SCD1 conduit a des effets

bénéfiques sur I'axe moteur des souris SOD1m.

Les prochaines étapes envisagées pour la suite de ce projet reposent sur une
amélioration du traitement pharmacologique, mais également sur la mise en place
d'une invalidation ciblée de la SCD1 au niveau spécifique d'un tissu, notamment le
muscle ou le foie. L'utilisation de vecteurs viraux pourrait permettre une invalidation
locale, et cibler ainsi davantage les effets que I'on considere comme bénéfiques pour le
traitement de la maladie. Il pourra également étre envisagé une stratégie combinée
d'invalidation locale de l'activité de la SCD1 associée a un apport énergétique
complémentaire au niveau systémique, que l'on sait par ailleurs bénéfique pour
I'allongement de la durée de vie des animaux. Il serait également intéressant d’étudier
les effets trophiques musculaires engagés suite a une baisse d’activité de la SCD1. Par
ailleurs la compréhension des mécanismes locaux, liés au métabolisme lipidique,
pourrait permettre de concevoir un traitement thérapeutique visant a préserver
I'innervation musculaire et ainsi prolonger la vie des animaux, et, a terme, celle des
patients SLA.
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Abstract

Fatty acids are of paramount importance to all cells, since they provide energy, function as
signaling molecules, and sustain structural integrity of cellular membranes. In the nervous
system, where fatty acids are found in huge amounts, they participate in its development and
maintenance throughout life. Growing evidence strongly indicates that fatty acids in their own
right are also implicated in pathological conditions, including neurodegenerative diseases,
mental disorders, stroke and trauma. In this review, we focus on recent studies that demonstrate
the relationships between fatty acids and function and dysfunction of the nervous system. Fatty
acids stimulate gene expression and neuronal activity, boost synaptogenesis and neurogenesis,
and prevent neuroinflammation and apoptosis. By doing so, they promote brain development,
ameliorate cognitive functions, serve as anti-depressants and anti-convulsants, bestow
protection against traumatic insults and enhance repairing processes. On the other hand,
unbalance between different fatty acid families or excess of some of them generate deleterious
side effects, which limit the translatability of successful results in experimental settings into
effective therapeutic strategies for humans. Despite these constraints, there exists realistic
evidence to consider that nutritional therapies based on fatty acids can be of benefit to several
currently incurable nervous system diseases.

Keywords

monounsaturated fatty acid, neurodegenerative disease, neurological disease, peripheral nerve,
saturated fatty acid, polyunsaturated fatty acid



1. Introduction

Fatty acids represent a class of lipids that are crucial components of all mammalian cells. They
display a variety of biological functions to maintain vital cellular processes at various levels.
Thus, fatty acids provide energy, function as signaling molecules, and sustain structural
integrity of cellular membranes. They are of particular importance for the nervous system for
two major reasons. First, the nervous system possesses a very high concentration of fatty acids,
second only to adipose tissue (Etschmaier et al., 2011). Second, these fatty acids participate
actively both in the development of the nervous system during embryonic and early postnatal
life, and in its maintenance throughout adulthood and natural aging (Uauy and Dangour, 2006;
Rombaldi Bernardi et al., 2012). Along with these actions, currently incurable pathological
conditions of the nervous system, including neurodegenerative diseases, mental disorders,
stroke and trauma, involve deregulated contents of fatty acids. It is therefore believed that these
changes contribute in their own right by as yet incompletely understood mechanisms to those
pathological processes. In consequence, the roles of fatty acids in health and disease of the
nervous system have been intensively investigated in the last few decades. In this piece of
work, we focus mainly on studies published during the last five years to show the diversity in
the fatty acids implicated in function and dysfunction of the nervous system. The detailed
mechanisms of action of fatty acids at the molecular level are not treated in this article, since
they are the subject of other recently published reviews (Georgiadi and Kersten, 2012;
Yamashima, 2012).

2. Some aspects of the biochemistry of fatty acids

According to the IUPAC definition, fatty acids are "aliphatic monocarboxylic acids derived
from or contained in esterified form in an animal or vegetable fat, oil or wax" (IUPAC, 1997).
Naturally occurring fatty acids mostly consist of an unbranched 4-28 carbon chain that is
usually composed of an even number of carbon atoms. On the basis of the carbon chain length,
fatty acids are classified into short- (less than 6 carbon atoms), medium- (6-12 carbon atoms),
long- (14-22 carbon atoms) and very long chain fatty acids (more than 22 carbon atoms). Fatty
acids in which the aliphatic chain is fully composed of single bonds between carbon atoms are
named as saturated fatty acids (SFAs), whereas fatty acids with one or more than one carbon-
carbon double bond are called unsaturated fatty acids. Based on the number of double bonds,
unsaturated fatty acids are further divided into mono- (MUFAs) and polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) (Table 1). Long chain SFAs have relatively high melting points that make them
to appear solid at room temperature. Therefore, the body possesses a mechanism to introduce
double bonds in the carbon chain, which lowers the melting point and permits functioning in a
physiological environment. There are four fatty acid desaturases documented in humans that
selectively catalyze the introduction of a double bond in different positions of the carbon chain.
A-9 desaturase, also known as stearoyl-CoA desaturase (SCD), is charged with synthesizing
MUPFAs, mainly palmitoleic acid (16:1) and oleic acid (18:1), by introducing a double bond
between carbon atoms 9 and 10 from the carboxylic acid end (Figure 1) (Enoch et al., 1976).
A-4, A-5 and A-6 desaturases introduce a double bond at carbon positions 4, 5 and 6,
respectively, and work cooperatively with elongases, which are responsible for the extension of
the aliphatic chain. The combined actions of desaturases and elongases are implicated in the
synthesis of PUFAs (Nakamura and Nara, 2004).

According to the position of the first double bond from the methyl end of the fatty acid chain,
the most important PUFAs for humans can be divided into two families: n-6 and n-3 PUFAs.
Linoleic acid (LA, 18:2 n-6) is the parent fatty acid of n-6 PUFAs, which produces principally
arachidonic acid (AA, 20:4 n-6), whereas o-linolenic acid (ALA, 18:3 n-3) is the parent fatty



acid of n-3 PUFAs, which gives rise mainly to eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-3) and
subsequently docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3) (Figure 1). Both LA (18:2 n-6) and ALA
(18:3 n-3) cannot be synthesized indigenously by the human body, so that they must be
supplied with food, and such fatty acids are termed as essential fatty acids (Ruzickova et al.,
2004; Lands, 2012). In spite of the fact that the body is able to metabolize these essential fatty
acids, the efficiency of conversion is low. Hence, the availability not only of essential
precursors but also of some of their metabolites, such as EPA (20:5 n-3) and DHA (22:6 n-3),
greatly depends on dietary support (Brenna et al., 2009). Alternatively, PUFAs can also be
made available by enzymatic processing of membrane phospholipids by phospholipases (Lee et
al., 2011). Whatever pathway is involved, several PUFAs can be metabolized by cyclo-
oxygenases, lipo-oxygenases or cytochrome P450 mono-oxygenases to produce other
compounds with important biological functions. AA (20:4 n-6) and, to a lesser extent, EPA
(20:5 n-3) are transformed into potent pro-inflammatory eicosanoids. Additionally, EPA (20:5
n-3) and DHA (22:6 n-3) generate opposing anti-inflammatory docosanoids, including
resolvins and protectins such as neuroprotectin-D1 (NPD1) (Bazan, 2009) (Figure 1).

3. Evidence of the importance of fatty acids for health and disease of the nervous system
3.1. Fatty acids and brain development

Mother’s own resources, via placenta and milk, provide most of the n-3 PUFAs necessary for
brain development during fetal and early postnatal life. Due to this high demand of the
developing nervous system in the progeny, maternal brain levels of DHA (22:6 n-3) exhaust
during pregnancy and lactation period (Chen and Su, 2012). Thus, enhanced provision or
adequate supply of n-3 PUFAs at these stages can yield positive effects on offspring brain
development. For instance, increased expression of neuron specific enolase, glial fibrillary
acidic protein and myelin basic protein was observed in pups from mice fed on n-3 PUFA
enriched diet, administered from two months prior to mouse conception to end of lactation
period (Tian et al., 2011). Similarly, postnatal supplementation of ALA (18:3 n-3), the parent
precursor of n-3 PUFASs, enhanced cell proliferation and early neuronal differentiation, whilst
its deprivation resulted in increased proportion of apoptosis in the dentate gyrus of unweaned
pups. This ameliorating effect was offset by maternal ALA (18:3 n-3) deficiency during
gestation period, suggesting that ALA (18:3 n-3) is not only required at postnatal stages but is
also essential for fetal brain development (Niculescu et al., 2011). Importantly, such diets given
at perinatal stages may have long lasting consequences in the adulthood. Thus, the abundance
of n-3 PUFAs in the diet of pregnant females revealed essential for the development of the
glutamatergic system and normal behavior performance in the adult offspring (Moreira et al.,
2010a). Also, motor coordination was ameliorated in adulthood when rats were fed on DHA
(22:6 n-3) and EPA (20:5 n-3) supplementation starting from gestation stage to postnatal age of
90 days (Coluccia et al., 2009). Finally, n-3 PUFA enriched diets also improved reference and
working memory in offspring rats when supplied to mother at gestation stage (Chung et al.,
2008).

Frequently, the impact of dietary fatty acids depends on a balance between different types. In a
study to assess the effects of quality and quantity of several high fat diets, mice were nourished
with various concentrations and types of fats mingled with normal chow. It was noticed that
these diets not only modified the lipid profile in brain but also altered spatial memory and
learning ability of the pups in a different manner (Yu et al., 2010). In another study, when mice
were fed on diets supplemented with either SFAs or MUFAs, MUFAs promoted insulin
sensitivity and cortical activity while SFAs did not (Sartorius et al., 2012). Lastly, it is



noteworthy that the intake of sufficient quantity of MUFAs prevented the age related deletion
of mitochondrial DNA in the brain of aged animals (Ochoa et al., 2011).

3.2. Fatty acids and neurodegenerative disorders

The altered amounts of different classes of fatty acids in the nervous system may contribute
positively or negatively to any given neuropathological process (Table 2). Using APP-C99-
transfected COS-7 cells, a cellular model of Alzheimer’s disease-like degeneration, a study was
carried out to investigate the class of fatty acids that was thought to influence the production of
AP peptide, which is a major neuropathological hallmark of disease. It was shown that palmitic
acid (16:0), stearic acid (18:0), upstream n-3 PUFAs and AA (20:4 n-6) triggered higher
secretion of AP peptide compared to long chain downstream n-3 PUFAs and MUFAs (Amtul
et al., 2011a). These findings were corroborated in vivo by using a transgenic mouse model of
early-onset Alzheimer’s disease that expresses the double-mutant form of human APP, which
is the precursor protein responsible for the synthesis of AP peptide. Decreased levels of AP
peptide and less accumulation in the form of amyloid plaques were observed in the brain of
mice nourished with a diet enriched in n-3 PUFAs, mainly DHA (22:6 n-3) (Amtul et al.,
2011a). Not only extraneously supplied but endogenously synthesized n-3 PUFAs can suppress
the synthesis of AP peptide and the formation of amyloid plaques. Lebbadi and co-workers
(Lebbadi et al., 2011) crossed 3xTg-AD mice, a model of Alzheimer’s disease, with transgenic
mice expressing A-3 desaturase (Fat-1) from Caenorhabditis elegans, which endogenously
converts n-6 PUFAs into n-3 PUFAs. It was observed that the double transgenic 3xTg-AD/Fat-
1 mice had increased brain levels of DHA (22:6 n-3) and lower levels of AP peptide. Similarly,
MUFASs, mainly oleic acid (18:1 n-9), were also shown to inhibit the production of A peptide
and amyloid plaques both in vitro and in vivo (Amtul et al., 2011b). In contrast, n-6 PUFAs,
such as AA (20:4 n-6), aggravated Alzheimer’s disease neuropathology, by increasing the
synthesis of AP peptide (Amtul et al., 2012).

The results obtained in experimental models of Alzheimer’s disease have been confirmed, at a
certain extent, by studies performed on human brain. Thus, decreased levels of PUFAs and
MUFAs, particularly DHA (22:6 n-3) and oleic acid (18:1 n-9), respectively, were observed in
the brain of Alzheimer’s disease patients (Martin et al., 2010). However, other studies reported
that, although the abundance of DHA (22:6 n-3) varied highly among patients, the mean
quantity of this PUFA did not differ significantly when compared to healthy brains (Fraser et
al., 2010). This study also showed that levels of stearic acid (18:0) were reduced remarkably in
frontal and temporal cortex, while those of oleic acid (18:1 n-9) were increased in both parts;
also, levels of palmitic acid (16:0) appeared increased in the parietal cortex (Fraser et al.,
2010). These a priori puzzling abnormalities in MUFAS could be a result of alterations in the
expression of MUFA synthesizing genes. Thus, levels of MUFAs in hippocampus, frontal
cortex and temporal cortex were elevated in Alzheimer’s disease patients, as was the
expression of the SCD isomers SCD1, SCD5a and SCD5b. In addition, the ratio of MUFAs to
SFAs, an index of desaturase activity, was reported to be negatively correlated with the degree
of cognitive performance (Astarita et al., 2011).

Less is known about the changes of fatty acids in other neurodegenerative conditions. Fabelo
and co-workers (Fabelo et al., 2011) reported that lipid rafts from brain cortices of patients
with Parkinson disease displayed significantly decreased levels of n-3 and n-6 PUFAs,
particularly DHA (22:6 n-3) and AA (20:4 n-6), respectively, while SFAs, mainly palmitic acid
(16:0) and stearic acid (18:0), were noted augmented, as compared to control subjects. In
another study, the effects of diets rich in n-3 or n-6 PUFAs were assessed on cuprizone-
induced experimental demyelination, an animal model for multiple sclerosis. It was observed



that n-3 PUFAs from various sources affected the pathological phenotype differently; for
example, a diet containing n-3 PUFAs from salmon ameliorated the behavioral deficits induced
by cuprizone, whereas a diet containing n-3 PUFAs from cod affected similarly as n-6 PUFA
enriched or control diet did, suggesting that not only the type of PUFA but its origin is also to
consider when prescribing a diet based remedy (Torkildsen et al., 2009). Contrasting these
findings, other studies did not corroborate the protective effects of n-3 PUFAs against multiple
sclerosis and concluded that neither n-3 nor n-6 PUFAs had any effect on disease progression
or remedial influence (Wergeland et al., 2012). Moreover, dietary administration of EPA (20:5
n-3) even accelerated disease progression in mice expressing a mutated form of Cu/Zn-
superoxide dismutase (SOD1), which is a model of neuromuscular degeneration as caused by
amyotrophic lateral sclerosis (Yip et al., 2013).

3.3. Fatty acids and traumatic injury to the nervous system

Several recent studies have provided evidence that n-3 PUFAs can exert protection against
neuronal injury triggered by hypoxia or ischemia. In neonates, these fatty acids protected
neurons following hypoxia/ischemia by modulating the microglial inflammatory response
through inhibition of the nuclear factor-kB (NF-kB) dependent pathway (Zhang et al., 2010).
However, it is important to mention that consistent increased intake of n-3 PUFAs can also
affect adversely in some cases. In this respect, a diet rich in EPA (20:5 n-3) and DHA (22:6 n-
3) enhanced the risk for intracerebral hemorrhagic stroke in rats, and caused oxidative damage
to the brain, probably due to the fact that a high PUFA content increased the danger of lipid
peroxidation. Alternatively, n-3 PUFA intake was reported to affect blood viscosity,
vasoconstriction, platelet aggregation and blood clotting ultimately leading to hemorrhaging
(Park et al., 2009).

There is also evidence that certain fatty acids have the potential to improve the recovery of the
injured spinal cord. Hirakawa and co-workers (Hirakawa et al., 2010) reported that trans-2-
decenoic acid ethyl ester, a medium-chain fatty acid derivative, increased the expression of
extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 (ERK1/2) in cultured cortical neurons and
at the site of injury in a rat spinal cord injury model. Indeed, the administration of trans-2-
decenoic acid ethyl ester ameliorated functional recovery and reduced lesion size in response to
injury, by increasing the expression of ERK1/2, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and
anti-apoptotic Bel-2. Similarly, DHA (22:6 n-3) pre-treatment in an acute spinal cord injury
model diminished the extent of functional deficits as compared to that observed in the control
group, and this protective effect was associated with increased survival of precursor cells,
sparing of white matter and axonal preservation (Figueroa et al., 2012; Lim et al., 2013b). In
the same way, mice carrying the Fat-1 transgene for boosting endogenous synthesis of n-3
PUFAs showed better outcome after spinal cord injury (Lim et al., 2013a). Finally, in relation
to diabetes, it was shown that the augmentation of epoxy-fatty acid resources, as obtained by
inhibiting soluble epoxide hydrolase, resulted in a dose dependent anti-allodynic effect on
neuropathic pain due to glucose toxicity (Inceoglu et al., 2012).

3.4. Fatty acids and neurological disorders

Particular changes in brain fatty acid composition appear to be intimately connected to a series
of neurological diseases, as recently reported in several studies. Thus, Conklin and co-workers
(Conklin et al., 2010) observed a reduction in the quantity of both saturated and unsaturated
fatty acids of various types, including n-3 and n-6 PUFAs, in the cingulate cortex of depressive
patients. Similar alternations in n-3 PUFAs, including EPA (20:5 n-3) and DHA (22:6 n-3),
were also shown by others (Lin et al., 2010). In another study, it was noticed that the altered



concentrations of MUFAs and PUFAs were region-specific. In fact, no changes in n-3 and n-6
PUFAs were found in hippocampus and orbitofrontal cortex of patients with depression but
concentrations of MUFAs, such as oleic acid (18:1 n-9), and SFAs, such as palmitic acid
(16:0), appeared augmented (Hamazaki et al., 2012). A partial confirmation of these findings
emerged from another study showing lowered expression of genes involved in PUFA and
MUFA synthesis in the frontal cortex of depressed patients (McNamara and Liu, 2011). It is
also noteworthy that lifelong n-3 PUFA deficiency perturbed normal endocannabinoid function
in prelimbic prefrontal cortex and accumbens, and this effect was related to impaired emotional
behavior (Lafourcade et al., 2011). Although less investigated, several studies also detected
changes in fatty acids in patients with schizophrenia. A decrease in docosatetraenoic acid (22:4
n-6) was observed in the the nuclei of the amygdala of these patients but other PUFAs,
including DHA (22:6 n-3) and AA (20:4 n-6), remained unchanged (Hamazaki et al., 2010;
2012). Interestingly, the decrease in total membrane PUFAs found in erythrocytes of young
patients with schizophrenia correlated with the degree of demyelination in brain white matter
(Peters et al., 2009).

Lastly, several lines of evidence support the anticonvulsant effects of certain fatty acids in
animal models of epileptogenesis, and the administration of PUFA enriched diets has been
envisaged to treat epileptogenic convulsions. Using the pentylenetetrazol-induced epilepsy rat
model, Porta and co-workers (Porta et al., 2009) showed that a PUFA containing diet increased
the threshold level for pentylenetetrazol to induce convulsions. A contemporary study
confirmed that rats nourished with n-3 PUFAs exhibited greater resistance to pentylenetetrazol-
induced seizures (Taha et al., 2009). In the kindling model of epilepsy, intracerebroventricular
injection of DHA (22:6 n-3), or its derivative NPD1, limited the progression in the
hippocampus of the electrically induced neuronal hyperexcitability characteristic of seizures
(Musto et al., 2011). In contrast, other studies did not corroborate these findings, since DHA
(22:6 n-3) or EPA (20:5 n-3) showed neither anticonvulsant activity nor protection against
pentylenetetrazol-induced seizures (Willis et al., 2009).

4. Cellular roles of fatty acids in the nervous system
4.1. Actions of fatty acids in the hippocampus

Many recent studies have investigated the implication of fatty acids in learning and memory
processes occurring in the hippocampus (Figure 2). In general, n-3 PUFAs were shown to
foster neuronal activity and hence counteract memory deficits. It is well known that increased
c-Fos expression is an indicator of neuronal activity in response to extracellular signals like
growth factors, and it is initiated when neurons fire action potentials. Commonly, the activity
of c-Fos decreases as age extends and spatial memory goes off. Provision of n-3 PUFAs
restored c-Fos expression in the hippocampus, and enhanced neuronal activity ultimately
leading to the amelioration of memory deficits in aged mice (Labrousse et al., 2012). Dietary
DHA (22:6 n-3) also enhanced the expression of F-ATPase involved in mitochondrial ATP
synthesis in the CA1 region of the hippocampus, whereas its deficiency led to decreased
glucose transporter expression and defective glucose transport in the cerebral cortex (Harbeby
et al., 2012). The stimulatory action of n-3 PUFAs on gene expression also appears to affect
neurotransmission. In fact, recent proteomics studies performed on mouse brain deficient in
DHA (22:6 n-3) revealed a loss of synaptic proteins associated with altered synaptic
transmission (Sidhu et al., 2011). In contrast, expression of vesicular glutamate transporters 1
and 2, which are implicated in glutamatergic neurotransmission, was increased in response to
ALA (18:3 n-3) exposure (Blondeau et al., 2009). Similarly, DHA (22:6 n-3) provision to rats
with traumatic brain injury enhanced learning ability, by modulating the expression levels of



synapsin-1, cAMP response element-binding protein-1 and calcium/calmodulin-dependent
protein kinase-2 in the hippocampus of treated animals (Wu et al., 2008; 2011). DHA (22:6 n-
3) also ameliorated spatial memory in rats by increasing the expression of subtypes of
endocannabinoid/endovanilloid receptors (Pan et al., 2011). Last, n-3 PUFAs augmented the
expression of a series of transcription factors involved in learning and memory, including
retinoic acid receptor, retinoic X receptor and peroxisome proliferator-activated receptor (Dyall
et al., 2010).

Many positive actions of DHA (22:6 n-3), and likely other n-3 PUFAs, may therefore converge
to enhance synaptic transmission, and ameliorate spatial learning and memory (Connor et al.,
2012). In a mouse model of systemic lupus erythematosus and Sjogren's syndrome, which is
characterized by behavioral abnormalities, reduced aged hippocampal neurogenesis and loss of
long-term potentiation (LTP), the dietary supplementation with n-3 PUFAs corrected LTP at
synapses in the medial perforant pathway/dentate gyrus and enhanced the amount of adult-born
neurons in the hippocampus (Crupi et al., 2012). Similarly, docosapentaenoic acid (DPA, 22:5
n-3) also ameliorated hippocampal function by attenuating the reduction in LTP in aged brain
(Kelly et al., 2011). Finally, in vitro studies showed that treatment of differentiated PC12 cells
with EPA (20:5 n-3) resulted in activation of the neuroprotective PI3-kinase/Akt signaling
pathway, a mechanism that might account for the increase in LTP observed in vivo following
EPA (20:5 n-3) treatment (Wu et al., 2008; Kawashima et al., 2010).

In Alzheimer's disease, AP peptide induces neuronal apoptosis through degradation of the
adaptor protein insulin receptor substrate-1 in a c-Jun N-terminal kinase (JNK) dependent
manner. An n-3 PUFA enriched diet prevented the phosphorylation of JNK, and ultimately
protected neurons from death in vitro and improved cognitive deficit in vivo (Ma et al., 2009).
Also, lower levels of phosphorylated tau protein and improved brain function were observed
by crossing 3xTg-AD mice with Fat-1 expressing mice to enhance the endogenous production
of n-3 PUFAs (Lebbadi et al., 2011). Nevertheless, it is noteworthy that 12/15-lipo-oxygenase
adversely affected Alzheimer's disease pathology by synthesizing pro-inflammatory and pro-
oxidant hydroperoxyacids resulting from the oxidation of PUFAs, so that genetic ablation of
this enzyme ameliorated cognitive function (Yang et al., 2010).

Neuroinflammation is one of the distinctive features of aged or diseased brain, as demonstrated
by the activation of glial cells and the increase in the expression of a variety of pro-
inflammatory factors. In this respect, it was reported that n-3 PUFA provision restored spatial
memory loss in aged animals by suppressing pro-inflammatory interleukin-1p and reverting to
normal the morphology of microglia and astrocytes in the hippocampus (Labrousse et al.,
2012; Park et al., 2012). n-3 PUFAs also yielded protecting effects to neurons by blocking
microglia activation in a transgenic mouse model of systemic lupus erythematosus and
Sjogren's syndrome (Crupi et al., 2012). In the same way, DPA (22:5 n-3) inactivated
microglia attenuating neuroinflammation and counteracting spatial learning deficit in aged
brain (Kelly et al., 2011). Contrary to the protective effects of PUFAs, SFAs stimulated the
secretion of pro-inflammatory cytokines and induced apoptosis in astrocytes. Particularly,
palmitic acid (16:0), lauric acid (12:0) and stearic acid (18:0) triggered the secretion of tumor
necrosis factor-a. (TNF-a)) and interleukin-6 by engaging toll-like receptor-4 (TLR-4).
Moreover, palmitic acid (16:0) also activated caspase-3 and modified the Bax/Bc¢l-2 ratio in
these glial cells for apoptotic demise. Interestingly, these pro-inflammatory actions of SFAs
could be reverted by n-3 PUFAs like DHA (22:6 n-3) (Gupta et al., 2012; Wang et al., 2012).

Another way by which n-3 PUFAs can afford neuroprotection is by preventing apoptosis. The
mouse model of infantile neuronal ceroid lipofuscinosis, a neurodegenerative disease caused by
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palmitoyl-protein thioesterase-1 (PPT1) deficiency, manifests enhanced endoplasmic
reticulum- and oxidative stress that lead to apoptotic cell demise. In PPT1-deficient cells from
such mice, intervention of n-3 PUFAs attenuated stress and repressed apoptotic death casting a
protection to neuronal cells (Kim et al., 2010; Wu et al., 2011). Similarly, differentiated PC12
cells treated with EPA (20:5 n-3) showed lower rates of apoptosis and suppressed activity of
the apoptotic effector caspase-3 (Boudrault et al., 2009; Kawashima et al., 2010). Conjugated
linoleic acid (18:2 n-6) also protected neurons from mitochondrial dysfunction and demise.
Treatment of cortical neurons with this fatty acid following excitotoxic glutamate exposure
resulted in decreased glutamate-induced loss of mitochondrial function, increased Bcl-2
expression and prolonged neuronal survival (Hunt et al., 2010). In the same manner,
administration of fish oil, that is a rich source of n-3 PUFAs, protected hippocampal neurons
from diabetic insult by precluding the expression of apoptosis inducing genes in both CAl
region and cultured cells, and by increasing the expression of anti-apoptotic genes, such as Bcl-
2 and Bcl-xL (Zhang and Bazan, 2010; Zhao et al., 2012). Together with caspase-3, ceramides,
resulting from the hydrolysis of sphingomyelin by sphingomyelinase, are well-known
apoptosis inducing factors. Treatment with DPA (22:5 n-3) inactivated sphingomyelinase and
caspase-3 in the hippocampus of elderly rats (Kelly et al., 2011). On the other hand, n-3 PUFA
withdrawal modulated the phosphorylation of glycogen-synthase kinase-3 and ERK1/2,
predisposing more hippocampal neurons to damage in an in vitro oxygen and glucose
deprivation model of ischemia (Moreira et al., 2010b). Along with this, a decrease in the
release of PUFAs from cell membranes in the rat hippocampus, as a result of reduced
phospholipase-A2 activity, caused alterations in membrane fluidity that could account for loss
of spatial memory and cognitive impairment in Alzheimer's disease (Schaeffer et al., 2011).
However, the protective effects of n-3 PUFAs under certain conditions seemed to be limited to
some of the members of this class of fatty acids. Thus, only DHA (22:6 n-3) offset the
expression of AMPA receptors in the membrane of hippocampal neurons and attenuated
neurotoxicity leading to improved cognitive function. Other members of the n-3 PUFA family,
especially EPA (20:5 n-3), lacked such a protective effect against AMPA-mediated toxicity
(Ménard et al., 2009).

Synaptogenesis is one of the mechanisms by which memory process takes place. Hence, the
loss of synapses is characteristic of neurodegenerative conditions and aging. For instance,
cortical or hippocampal neurons incubated with the neurotoxic prion-derived peptide PrP82-
146, and pre-treated with DHA (22:6 n-3) or EPA (20:5 n-3), showed less loss of
synaptophysin-1 and reduced accumulation of prion peptide (Bate et al., 2010). ALA (18:3 n-
3) also stimulated the expression of genes involved in synaptic function, like VAMP-2, SNAP-
25 and synaptophysin-1, that led to improved stability and physiology of synapses (Blondeau
et al., 2009). Similarly, the chronic supplementation of n-3 PUFAs yielded anti-depressant
effects by increasing the expression of synaptophysin-1 in the hippocampus (Venna et al.,
2009). However, another study performed on SH-SY5Y cells reported that DHA (22:6 n-3) did
not affect the neurotransmission machinery, as evaluated by the expression of snyptotagmin-1,

syntaxin-1A, and synaptobrevin-1, although the release of noradrenaline by these cells was
enhanced (Mathieu et al., 2010).

Hippocampal neurogenesis also contributes to learning and memory processes. The mouse
model of systemic lupus erythematosus and Sjogren's syndrome typically exhibits age-
dependent reduced hippocampal neurogenesis. Supplementation of diet with n-3 PUFAs to
these mice enhanced the density of BrdU- and doublecortin positive cells in the hippocampus,
suggesting an ongoing neurogenesis (Crupi et al., 2012). Similar neurogenesis enhancement
was also reported in response to ALA (18:3 n-3) treatment (Blondeau et al., 2009). In addition,
AA (20:4 n-6) even increased neurogenesis at postnatal stages when administered at gestation



period (Maekawa et al., 2009). Several in vitro studies revealed that not only n-3 PUFA
precursors, such as EPA (20:5 n-3), but also naturally derived metabolites, including the
neurotrophic N-docosahexaenoylethanolamine, stimulated neurogenic differentiation of neural
stem cells (Katakura et al., 2013; Rashid et al., 2013). The importance of the stimulatory role
of PUFAs for neurogenesis is also illustrated by experiments reporting increased expression of
fatty acid binding proteins (FABPs) in the ischemic hippocampus. FABPs are carriers of
PUFAs in the cytoplasm, and their expression declines with age in association with reduced
synaptic activity and other cellular functions. CA1 and dentate gyrus regions in the
hippocampus showed augmented levels of FABP-5 and FABP-7 after ischemia, suggesting
elevated transportation of PUFAs in these regions to restore cellular neurophysiology (Liu et
al., 2010; Ma et al., 2010). More importantly, at post-ischemic stages, the subgranular zone in
the dentate gyrus of the hippocampus, a niche of adult neurogenesis, displayed a concomitant
increase in the neuronal expression of FABPs and the fatty acid receptor GPR40, representing
compensatory processes of newborn cells (Boneva et al., 2011a; Boneva et al., 2011b;
Yamashima, 2012). Finally, it is noteworthy that many of the beneficial actions of PUFAs on
hippocampal function were associated with an increase in the production of BDNF, which is a
member of the neurotrophin family of growth factors involved in supporting growth,
differentiation and survival of neurons (Wu et al., 2008; 2011; Blondeau et al., 2009; Venna et
al., 2009; Avraham et al., 2011; Vines et al., 2012).

4.2. Actions of fatty acids in the hypothalamus

The central regulation of energy balance involves a number of neuronal circuits in the
hypothalamus that either exert anorexic actions or stimulate food intake. In this respect, it was
recently shown that certain fatty acids could influence the control of energy homeostasis by the
hypothalamus. In general, dietary supplementation with fish oil, rich in n-3 PUFAs, normalized
several hypothalamic neurochemical systems in food restricted animals (Avraham et al., 2011).
However, supplementation of diet with SFAs induced endoplasmic reticulum stress and
expression of cytokines via TLR-4 signaling in the hypothalamus, and this effect resulted in
resistance to anorexigenic signals (Milanski et al., 2009). At the cellular level, treating
hypothalamic mHy-poE-44 cells with palmitic acid (16:0) increased the expression of the
orexigenic neuropeptide-Y, suggesting that this fatty acid could enhance food intake (Fick et
al., 2011). Moreover, palmitic acid (16:0) faded insulin signaling and enhanced endoplasmic
reticulum stress and caspase-3 cleavage in the same cell line, which resulted in apoptosis in a
JNK-dependent manner (Mayer and Belsham, 2010). In another study, exposure to palmitic
acid (16:0) displayed no effects on insulin resistance and inflammatory process activation but
corroborated the stimulation of endoplasmic reticulum stress and apoptosis, along with the
activation of mitogen-activated protein kinase (Choi et al., 2010).

4.3. Actions of fatty acids in the nigrostriatal pathway

Growing evidence supports a link between the dietary intake of n-3 PUFAs and the function
(or dysfunction) of the nigrostriatal pathway involved in the control of movement (Figure 3).
This relationship was particularly investigated in a number of animal models of Parkinson
disease, which is a neurodegenerative condition primarily characterized by the loss of
dopaminergic neurons connecting the substantia nigra to the striatum. In several recent studies,
n-3 PUFAs were shown to be beneficial by reverting disease phenotype. In the MPTP model of
Parkinson disease, pre-treatment of mice with n-3 PUFAs bestowed protection by increasing
the expression of BDNF and involving its TrkB receptor (Bousquet et al., 2009; Balanza-
Martinez et al., 2011). In other studies, it was found that exposure to the n-3 PUFA ethyl-
eicosapentaenoate derivative lowered the expression of Bax and caspase-3, and enhanced
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cortical dopamine levels (Bousquet et al., 2008; Meng et al., 2010). Furthermore, n-3 PUFAs
also yielded protective influence indirectly, by attenuating inflammation-causing factors. These
fatty acids targeted the NF«B signaling pathway in microglia to suppress their over-activated
response and hence protect dopaminergic neurons (Boudrault et al., 2009; Zhang et al., 2010; Ji
etal., 2012; Zhou et al., 2012).

Other findings, however, did not support the beneficial effects of n-3 PUFAs on Parkinson
disease. It was reported that treatment with ethyl-eicosapentaenoate, although minimized pro-
inflammatory cytokines and yielded positive effects on procedural memory deficit, it was
unable to preclude the loss of nigrostriatal dopamine in MPTP mice (Shchepinov et al., 2011;
Luchtman et al., 2012). Similarly, the parkinsonian neurotoxin 6-hydroxydopamine caused
lesions in the medial forebrain bundle of rats and motor deficits that remained unaffected by
fish oil derived n-3 PUFAs (Delattre et al., 2010). A chronic intervention of a DHA (22:6 n-3)
containing diet modified neither the number of cortical glial cells nor the expression of a-
synuclein, which is typically involved in disease pathogenesis (Muntané et al., 2010). The use
of different animal models of Parkinson disease and the different ways of treating these mice to
counteract the pathological process may explain the observed discrepancies. In this respect, it
is important to mention that some studies indicated even adverse effects of n-3 PUFAs on
Parkinson disease pathogenesis. Indeed, the presence of DHA (22:6 n-3) augmented neuritic
injury and astrocytosis in mice transgenic for a Parkinson disease causing mutation in human
a-synuclein. In addition, DHA (22:6 n-3) triggered oligomerisation of a-synuclein, through the
activation of retinoic X receptor and peroxisome proliferator-activated receptor-y2.
Interestingly, its withdrawal from diet was found to be beneficial against the deleterious effects
caused by it provision (Yakunin et al., 2012). Finally, structural and conformational
modifications in a-synuclein leading to pathological aggregation were brought by DHA (22:6
n-3) (De Franceschi et al., 2009; 2011; Bousquet et al., 2011).

4.4. Actions of fatty acids in the peripheral nerves

A subset of peripheral sensory neurons expresses transient receptor potential cation channel-A1
(TRPAT), which is involved in pain and neurogenic inflammation. TRPA1 is a target for a
variety of noxious and inflammatory irritant substances. In addition, it was found that n-3
PUFAs could act as a ligand for TRPAT to excite sensory neurons and hence regulate their
responses in vivo (Motter and Ahern, 2012). Transient receptor potential vanilloid cation
channel-1 (TRPV1), which is another member of the family, is also found mainly in
nociceptive neurons of the peripheral nervous system, where they are involved in transmission
and modulation of pain. In this respect, it was shown that NPD1, which has anti-inflammatory
properties, inhibited TRPV1 currents induced by capsaicin in dorsal root ganglion neurons, and
modulated TRPV1/TNF-a-mediated synaptic plasticity in the spinal cord, suggesting a novel
analgesic role (Park et al., 2011). The effects of fatty acids on sensory neurons go beyond
receptor signaling. Both n-6 and n-3 PUFAs promoted neurite outgrowth in sensory neurons
from dorsal root ganglia of embryos but also adult and aged animals (Robson et al., 2010).
Enhanced levels of endogenously synthesized n-3 PUFAs also bestowed beneficial effects in
various aspects. Thus, dorsal root ganglion neurons from Fat-1 expressing mice exhibited more
resistance to hypoxia and mechanical injury as compared to neurons from wild-type
littermates. Furthermore, Fat-1 expressing mice showed better functional recovery after sciatic
nerve crush. The increased endogenous levels of n-3 PUFAs reduced the expression of the
stress sensor activating transcription factor-3 in dorsal root ganglion neurons, and diminished
muscle atrophy (Gladman et al., 2012). Similarly, our own studies also reported that the down-
regulation of SCD1, which is in charge of the production of MUFAs such as oleic acid (18:1),
triggered accelerated motor function recovery after sciatic nerve crush, providing evidence for
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a new role of this fatty acid desaturase in modulating the restorative potential of the
neuromuscular axis (Hussain et al., 2013).

The retina possesses a high concentration of n-3 PUFAs, particularly DHA (22:6 n-3). Many
studies have shown that this fatty acid not only has a structural function but also protects visual
neurons from trauma and disease. Recently, it was noticed that the retinal dysfunction induced
by diabetes could be recovered to some extent by supplementing DHA (22:6 n-3) extraneously.
In fact, diabetes resulted in reduced levels of n-3 PUFAs, by affecting n-3 fatty acid desaturase
enzymatic activity, so that the provision of a DHA (22:6 n-3) enriched diet prevented
dysfunction of rods and ameliorated vision (Yee et al., 2010). Also, n-3 PUFA derived NPD1,
together with pigment epithelial-derived growth factor, promoted corneal nerve regeneration in
a rat model of surgical injury (Cortina et al., 2010; 2012; Kenchegowda et al., 2013). However,
other studies rather obtained contradictory results. Therefore, augmented levels of DHA (22:6
n-3) bestowed no protection against retinal degeneration in mice carrying a disease-causing
VPP rhodopsin mutation and expressing Fat-1 (Li et al., 2009; 2010). In the same way, it was
also reported that high levels of DHA (22:6 n-3) in the retina could generate oxidative stress,
instead of protection, and hence enhance the susceptibility to degeneration (Tanito et al., 2009).

5. Conclusion

The biological functions of fatty acids have been investigated intensively during these last
years, due to their active involvement in the physiology of both central and peripheral nervous
system. They promote brain development, ameliorate cognitive functions in normal and
diseased conditions, serve as anti-depressants and anti-convulsants, bestow protection against
traumatic insults, and elevate repairing processes. At the cellular level, fatty acids stimulate
gene expression and neuronal activity, and boost synaptogenesis and neurogenesis while
preventing from neuroinflammatory toxicity and apoptosis (Figure 2). Although the demand
for fatty acids in a healthy body applies to any of them, it can be said that, in general, excess of
SFAs and, to some extent, n-6 PUFAs brings about negative consequences, whereas MUFAs
and n-3 PUFAs are endowed with rather beneficial properties. In this respect, the ratio of n-6 to
n-3 PUFAs is of especial interest. It has been postulated that a relatively constant n-6:n-3 ratio
of about 1:1 constituted a major breakthrough in the expansion of grey matter in the cerebral
cortex of modern human beings (Bradbury, 2011). In the brain, the preservation of an optimal
n-6:n-3 ratio is crucial to the maintenance of the variety of the cellular processes in which
PUFAs participate (Luchtman and Song, 2013). During the last century, however, the n-6:n-3
ratio has dramatically increased up to 20-25:1, particularly in Western societies, because of a
high consumption of n-6 PUFAs to the detriment of n-3 PUFA intake (Simopoulos, 2011).
Once the equilibrium is broken, an excessively high n-6:n-3 ratio would impair normal brain
function and, importantly, predispose to disease (Palacios-Pelaez et al., 2010). According to
what we have exposed herein, a huge amount of studies have shown the good and the bad side
of different fatty acids in many experimental models of trauma and disease. Nevertheless, the
diversity in modeling any given physiopathological condition, together with differences in
time, dose and type of fatty acid used to counteract the insult, certainly account for a number of
conflicting results concerning the nature of the observed effects. In addition, it must be taken
into consideration that particular fatty acids are assumed to foster neuroprotection but engender
indeed a series of collateral deleterious actions, such as increasing oxidative stress
susceptibility or favoring neurodegenerative protein aggregation, which may preclude the use
of these fatty acids under certain (pathological) conditions (Figure 3). Finally, it is also
noteworthy that, frequently, studies used nutritional approaches consisting in giving a specific
fatty acid or its precursor mixed with others and forming part of foods relatively more complex
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than desired, since they also contain other substances with potential, uncontrolled positive or
negative effects. Taken together, these drawbacks limit the translatability of successful results
in terms of neuroprotection obtained in animal experiments into effective therapeutic
interventions in humans. Numerous epidemiological studies have put fatty acids forward as key
factors contributing to neuropathology but, in some cases, discrepant concentrations of fatty
acids were reported in the corresponding diseased brain regions (Table 2). Despite these
constraints, on the basis of these epidemiological studies and supported by experimental
research, there is quite realistic evidence to envisage that nutritional therapies based on fatty
acids can be of benefit to several neurodegenerative and neurological diseases, such as age-
related macular degeneration, cognitive decline, depression and some related behavioral
disorders (Prior and Fernandes Galduroz, 2012; Schleicher et al., 2013). More research is
needed now for arriving at the final and conclusive result concerning the type of fatty acid,
number of double bonds, origin, particular stage and proper concentration to achieve beneficial
therapeutic potential against otherwise incurable diseases.
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Table 1. Most typical fatty acids

Systematic Name Common name Abbreviation C:D n-X (1)
Saturated fatty acids (SFAs)

Butanoic Butyric 4:0
Hexanoic Caproic 6:0
Octanoic Caprylic 8:0
Decanoic Capric 10:0
Dodecanoic Lauric 12:0
Tetradecanoic Myristic 14:0
Hexadecanoic Palmitic 16:0
Octadecanoic Stearic 18:0
Eicosanoic Arachidic 20:0
Docosanoic Behenic 22:0
Tetracosanoic Lignoceric 24:0
Monounsaturated fatty acids (MUFAs)

cis-9-Hexadecenoic Palmitoleic 16:1
cis-9-Octadecenoic Oleic 18:1
cis-13-Docosenoic Erucic 22:1
cis-15-Tetracosenoic Nervonic 24:1
Polyunsaturated fatty acids (PUFAs)

cis-9,cis-12-cis-15-Octadecatrienoic o-Linolenic ALA 18:3 n-3
cis-6,cis-9,cis-12,cis-15- Octadecatetraenoic Stearidonic SDA 18:4 n-3
cis-8,cis-11,cis-14,cis-17- Eicosatetraenoic Eicosatetraenoic ETE 20:4 n-3
EL0%, s el el Gl Eicosapentaenoic EPA 20:5 n-3
Eicosapentaenoic

CDi(S);%z;;_elri)tfei;-()liiDCis- 16, cis-19- Docosapentaenoic DPA 22:51n-3
CDi(S)f(;g;;_;Zi:r;(l)?c’Cis_13’015_16’Cis_19_ Docosahexaenoic DHA 22:6 n-3
cis-9,cis-12-Octadecadienoic Linoleic LA 18:2 n-6
cis-6, cis-9,cis-12-Octadecatrienoic y-Linolenic GLA 18:3 n-6
cis-8,cis-11,cis-14-Eicosatrienoic Dihomo-y-linolenic DHGLA 20:3 n-6
cis-5,cis-8,cis-11,cis-14-Eicosatetraenoic Arachidonic AA 20:4 n-6
cis-7,cis-10,cis-13,cis-16- Docosatetrtaenoic Docosatetraenoic 22:4 n-6
cis-4,cis-7,cis-10,cis-13,cis-16- s 29:5 16

Docosapentaenoic

(1) This nomenclature designates the number of carbon atoms in the fatty acid (C), the number
of double bonds (D), and the position of the first double bond counting from the terminal

methyl carbon (n-X).
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Table 2. Changes in brain fatty acid composition in pathological conditions

Fatty acid Disease Tendency Reference (1)
Saturated fatty acids (SFAs)

Myristic (14:0) Depression Down Conklin et al., 2010
Palmitic (16:0) Alzheimer Up Fraser et al., 2010
Palmitic (16:0) Parkinson Up Fabelo et al., 2011
Palmitic (16:0) Depression Down Conklin et al., 2010
Palmitic (16:0) Depression Up Hamazaki et al., 2012
Stearic (18:0) Alzheimer Down Fraser et al., 2010
Stearic (18:0) Parkinson Up Fabelo et al., 2011
Stearic (18:0) Depression Down Conklin et al., 2010
Monounsaturated fatty acids (MUFASs)

Palmitoleic (16:1) Alzheimer Up Astarita et al., 2011
Palmitoleic (16:1) Depression Down Conklin et al., 2010
Oleic (18:1) Alzheimer Down Martin et al., 2010
Oleic (18:1) Alzheimer Up Fraser et al., 2010
Oleic (18:1) Alzheimer Up Astarita et al., 2011
Oleic (18:1) Depression Up Hamazaki et al., 2012
Erucic (22:1) Alzheimer Up Astarita et al., 2011
Nervonic (24:1) Alzheimer Up Astarita et al., 2011
Polyunsaturated fatty acids (PUFAs)

EPA (20:5 n-3) Depression Down Linetal., 2010
DPA (22:5 n-3) Depression Down Conklin et al., 2010
DHA (22:6 n-3) Alzheimer Down Martin et al., 2010
DHA (22:6 n-3) Parkinson Down Fabelo et al., 2011
DHA (22:6 n-3) Depression Down Conklin et al., 2010
DHA (22:6 n-3) Depression Down Linetal.,, 2010

LA (18:2 n-6) Depression Down Conklin et al., 2010
AA (20:4 n-6) Parkinson Down Fabelo et al., 2011
AA (20:4 n-6) Depression Down Conklin et al., 2010
Docosatetraenoic (22:4 n-6) Depression Down Conklin et al., 2010
Docosatetraenoic (22:4 n-6) Schizophrenia Down Hamazaki et al., 2012

(1) This table summarizes recent studies cited in the text. It is concluded that, whatever disease
condition is considered, PUFA levels were systematically decreased, whereas MUFA amounts

often appeared increased. In contrast, there was no clear-cut tendency in the changes of the

proportions of SFAs.
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Figure legends

Figure 1. Biosynthesis of fatty acids. Medium- to long chain SFAs are successively
transformed by the action of elongases (E) into palmitic acid (16:0), which is then either
elongated to stearic acid (18:0), and other long chain SFAs, or desaturated, together with
stearic acid (18:0), by A9 desaturase to produce de novo MUFAs of the n-7 and n-9 series, such
as palmitoleic acid (16:1) and oleic acid (18:1). In the case of PUFAs, A6 and A5 desaturases
work cooperatively with elongases to introduce double bonds and extend the aliphatic chain in
a successive manner, from ALA (18:3 n-3) to EPA (20:5 n-3) in the n-3 series, and from LA
(18:2 n-6) to AA (20:4 n-6) in the n-6 series. Afterwards, these end products are further
elongated, desaturated and submitted to peroxisomal -oxidation (all three steps indicated by
0OX) to yield DHA (22:6 n-3) and docosapentaenoic acid (22:5 n-6), respectively. Finally, AA
(20:4 n-6) is the precursor of potent pro-inflammatory eicosanoids. EPA (20:5 n-3) produces
less potent (dashed arrow) eicosanoids and, together with DHA (22:6 n-3), gives rise to
docosanoids with anti-inflammatory properties (i.e., resolvins and protectins). GLA, y-linolenic
acid; DHGLA, dihomo-y-linolenic acid.

Figure 2. Multiple effects of fatty acids in the hippocampus. n-3 and n-6 PUFAs exert a
variety of positive actions that promote formation, storage and processing of learning and
memory in the hippocampus. In contrast, SFAs display rather negative actions. Green arrows
indicate stimulatory effects while orange arrows represent inhibitory effects.

Figure 3. Conflicting effects of n-3 PUFAs in the nigrostriatal pathway. n-3 PUFAs are
commonly endowed with a wide range of helpful effects, as illustrated by the protective benefit
that these fatty acids offer to dopaminergic neurons in the nigrostriatal tract against apoptotic
and pro-inflammatory cues. However, extreme caution should be exercised since these same
PUFAs may not provide complete safety to halt degeneration induced by parkinsonian toxins
or even trigger adverse effects, which eventually aggravates the extent of the pathological
process.
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Figure 1.TIF
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Roéle de la stéaroyl-coenzyme A désaturase i emercre medicae
1, une enzyme de synthése des acides gras
mono-insaturés, dans un modéle
transgénique d’étude de la Sclérose Latérale
Amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique est une maladie neurodégénérative associée a un
dysfonctionnement métabolique. Des altérations du métabolisme des lipides, décrites
chez les patients SLA et les animaux modeles, pourraient participer a la mise en place
des premiéres étapes de la maladie. L'objectif de cette these était d’étudier le role de la
stéaroyl-coenzyme A désaturase 1 (SCD1), une enzyme clé du métabolisme des lipides,
dans la SLA. En étudiant le profil d’acides gras périphériques dans un modele de souris
SLA, les souris SOD1m, nous avons vu une diminution de l'activité de la SCD1 deés les
stades précoces (subcliniques) de la maladie. Cette diminution pourrait expliquer, a elle
seule, les altérations du métabolisme des lipides caractéristiques de la SLA. La
répercussion de la perte de l'activité de la SCD1 sur I'axe moteur a été étudiée. Une
délétion du gene ou une inhibition pharmacologique de la SCD1 améliore la
récupération fonctionnelle aprés lésion du nerf sciatique chez la souris sauvage. Nous
avons cherché a voir si la perte d’activité de la SCD1 trouvée chez les souris SOD1m est
un mécanisme de protection mis en place pour lutter contre I’évolution de la SLA. Nous
avons traité des souris SOD1m avec un inhibiteur de I'activité de la SCD1. Le traitement
a conduit a une augmentation du métabolisme oxydatif, une préservation de l'intégrité
neuromusculaire ainsi qu’'une amélioration de la survie des motoneurones. Nous
concluons que l'inhibition de la SCD1 représente une cible thérapeutique prometteuse
dans la SLA.

Amyotrophic lateral sclerosis is a heurodegenerative disease, associated with metabolic
dysfunction. Alteration of lipid metabolism has been documented in ALS patients and
animal models, and could participate to the first pathological steps of the disease. The
objective of this thesis was to study the role of stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1), a
key enzyme of lipid metabolism, in ALS. By studying the profile of peripheral fatty acids
in an animal model of ALS, the SOD1 mice, we found that SCD1 activity was strongly
reduced at early (sub-clinical) disease stage, and that this reduction could explain in
itself the alteration of lipid metabolism characteristic of ALS. The impact of loss of SCD1
activity for the motor axis was then studied. Genetic deletion or pharmacological
inhibition of SCD1 enhanced functional recovery after sciatic nerve injury in mice. We
further explored if the loss of SCD1 activity found in SOD1 mice is a protective
mechanism elicited in response to ALS. We treated SOD1 mice with an inhibitor of SCD1
activity. The treatment resulted in exacerbated muscular oxidative metabolism,
preservation of neuromuscular integrity and enhanced motor neuron survival. We
conclude that inhibition of SCD1 represents a promising therapeutic target for ALS.




