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AVANT-PROPOS 
 
La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale caractérisée par 

la mort sélective des neurones moteurs corticaux et des motoneurones spinaux. Maladie du 

motoneurone la plus fréquente chez l’adulte, elle engendre une paralysie progressive et le décès du 

patient 2 à 5 ans après l’établissement du diagnostic. Malgré l’identification de nombreux gènes à 

l’origine de la maladie, l’étiologie de la SLA reste encore inconnue. La Démence Fronto-Temporale 

(DFT) est une démence conduisant à une atrophie progressive des lobes frontaux et temporaux du 

cortex cérébral. Considérée comme la démence la plus répandue après la maladie d’Alzheimer et la 

démence à corps de Lewy, les patients présentent un changement de la personnalité associé à des 

troubles sociaux, émotionnels, linguistiques et alimentaires. La SLA et la DFT ont longtemps été 

considérées comme deux maladies indépendantes. Les données cliniques, génétiques et 

histopathologiques ont pu cependant permettre d’établir le lien entre ces deux pathologies, dont le 

continuum est aujourd’hui clairement reconnu. En dépit des efforts menés par la communauté 

scientifique pour décrypter les mécanismes de la SLA et de la DFT, il n’existe à ce jour aucun traitement 

curatif pour ces deux maladies et les traitements symptomatiques ont une efficacité limitée. 

Il est établi depuis quelques années que la SLA est également une maladie pouvant présenter des 

perturbations du métabolisme énergétique. En effet, les patients SLA ont une incidence accrue pour 

une dyslipidémie et un hypermétabolisme, qui corrèlent négativement avec le pronostic vital. Bien que 

l’hyperlipidémie ne semble pas avoir d’impact sur le développement de la DFT, on retrouve dans cette 

maladie une perturbation de la fonction lysosomale, processus notamment impliqué dans la 

dégradation des lipides dans les neurones. Les données de la littérature et nos précédentes études ont 

permis de mettre en évidence que les glycosphingolipides, une classe de lipides complexes, sont 

fortement dérégulés chez les patients SLA ainsi que dans le modèle murin SLA Sod1G86R. La voie du 

glucosylcéramide, l’un de ces glycosphingolipides, est particulièrement impactée. La dégradation du 

glucosylcéramide s’effectue par deux enzymes, les enzymes GBA1 et GBA2. Les niveaux de GBA2 sont 

particulièrement augmentés dans la moelle épinière des souris Sod1G86R. Plus récemment, le 

métabolisme des glycosphingolipides a également été retrouvé dérégulé dans le modèle murin SLA-

DFT CHMP2Bintron5. Ces données suggèrent que les glycosphingolipides jouent un rôle essentiel dans la 

physiopathologie de la SLA. 

L’objectif de mon travail de thèse a été de déterminer l’impact d’une modulation des 

glycosphingolipides, grâce à une approche pharmacologique, sur le développement de la maladie d’un 

modèle murin de SLA mais aussi de SLA-DFT. Pour cela, j’ai utilisé l’ambroxol hydrochloride, une 
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molécule chaperonne de GBA1, mais aussi inhibitrice de GBA2. J’ai pu ainsi montrer que l’ambroxol a 

des effets bénéfiques sur la composante motrice des modèles murins Sod1G86R et CHMP2Bintron5 ainsi 

que sur la survie des souris Sod1G86R. L’ambroxol limite également les changements comportementaux 

retrouvés dans le modèle CHMP2Bintron5 tout en modulant l’expression de certains gènes de la voie 

lysosomale ainsi que celle de marqueurs microgliaux associés à la neuroinflammation. Ces études nous 

ont conforté dans l’idée que cibler la voie des glycosphingolipides dans la SLA pourrait être une 

approche thérapeutique efficace. C’est pourquoi, j’ai commencé à évaluer les effets d’une inhibition 

spécifique de GBA2 en utilisant un inhibiteur pharmacologique plus précis. Nos résultats préliminaires 

montrent que l’inhibition spécifique de GBA2 améliore la récupération motrice après compression du 

nerf sciatique. Il se pourrait donc que les effets bénéfiques de l’ambroxol soient liés à l’inhibition de 

GBA2. 

L’ensemble de mes travaux permet d’envisager un potentiel repositionnement médicamenteux de 

l’ambroxol hydrochloride comme un potentiel traitement thérapeutique de la SLA.  
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INTRODUCTION 

PARTIE 1 : La Sclérose Latérale Amyotrophique et le 

continuum SLA-DFT 

A. La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)  

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), aussi appelée Maladie de Charcot, a été décrite pour la 

première fois en 1869 par le médecin neurologue Jean-Martin Charcot. Cette maladie 

neurodégénérative létale est caractérisée par la dégénérescence progressive des neurones du système 

moteur volontaire. Elle atteint plus précisément la fonction et la viabilité des neurones moteurs 

corticaux et des MN spinaux et bulbaires. Elle est associée aussi à une atrophie musculaire et une 

paralysie progressive générale. La SLA affecte les patients généralement entre 50 et 60 ans et entraîne 

leur décès 3 à 5 ans après leur diagnostic (van Es et al., 2017).  

1. De la génétique aux facteurs environnementaux  

La SLA est considérée comme la maladie du motoneurone (MN) la plus fréquente chez l’adulte. Son 

incidence dans la population européenne et d’Amérique du Nord est d’environ 1,5 à 3 personnes sur 

100 000 habitants par an et sa prévalence concerne approximativement 6 personnes pour 100 000 

habitants (Chiò et al., 2013; Couratier et al., 2016; van Es et al., 2017; Logroscino et al., 2010; Mitchell 

and Borasio, 2007). En France, les données collectées ont montré une prévalence de 6000 personnes 

atteintes de SLA ainsi qu’une incidence de 3 à 4 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants (Couratier 

et al., 2016). La SLA est pourtant considérée comme une maladie rare. Cela s’explique par la faible 

espérance de vie des patients atteints. Certaines études tendent à suggérer que la SLA affecte un peu 

plus les hommes que les femmes avec un ratio de 1,3 pour les hommes et de 1 pour les femmes 

(Logroscino et al., 2010; Worms, 2001). Même si les patients décèdent généralement d’une paralysie 

des muscles respiratoires 3 à 5 ans après l’apparition des premiers signes cliniques, la survie des 

patients peut être très variable (van Es et al., 2017; Huisman et al., 2011; Logroscino et al., 2010). A ce 

jour, aucun traitement curatif n’est disponible et les traitements symptomatiques ont une efficacité 

limitée. En Europe, seul le riluzole (Rilutek®), est actuellement indiqué pour le traitement de la SLA 

mais il ne permet d’augmenter l’espérance de vie que de quelques mois (Bensimon et al., 2002; Miller 

et al., 1996, 2012; Turner et al., 2001). Depuis 2015, une autre molécule, l’edaravone, est autorisée 

aux USA et au Japon pour le traitement de la SLA. Son efficacité reste tout de même actuellement 

controversée (Abe et al., 2017a; Al-Chalabi et al., 2017; Dorst et al., 2018).  
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La SLA peut être d’origine sporadique (90% des cas) ou familiale (10%). Dans le cas de SLA sporadique 

(SALS), l’étiologie de la maladie est inconnue et touche des individus auxquels aucun historique familial 

n’a été associé. A l’inverse, dans les cas de forme familiale (FALS), l’origine génétique de la maladie est 

clairement établie. Hormis certaines mutations provoquant des SLA atypiques, le tableau clinique de 

la maladie reste généralement le même dans les deux cas (Couratier et al., 2016).  

1.1. Les origines génétiques de la SLA 

De nombreux gènes ont été découverts comme étant directement liés à la SLA, aussi bien dans les 

formes familiales (10%) que sporadiques (90%) (figure 1) (Renton et al., 2014). Dans les cas de FALS, le 

modèle de transmission dépend fortement de la mutation. Elle se fait généralement de manière 

autosomique dominante (avec une forte pénétrance), et plus rarement de manière autosomique 

récessive (Couratier et al., 2016; Millecamps et al., 2010). Les expansions hexanucléotidiques dans une 

région codante du gène C9ORF72 (chromosome 9 open reading frame 72) sont la cause majeure des 

FALS et des SALS. Elles concernent 46% des FALS et 8% des SALS (Millecamps et al., 2012; Renton et 

al., 2011). Parmi les autres causes génétiques principales, on retrouve des mutations dans le gène 

SOD1 (codant la Superoxyde Dismutase 1) dans environ 12% des cas FALS et environ 3% des SALS ; 

mais aussi dans deux gènes codant pour des protéines du métabolisme de l’ARN : le gène FUS (codant 

la protéine nucléaire « fused in sarcoma »), impliqué dans 5% des FALS et 1% des SALS (Kwiatkowski 

et al., 2009; Vance et al., 2009), et le gène TARDBP (codant la « Transcriptase Response DNA Binding 

Protein TDP-43 »), impliqué dans 5% des FALS et 1% des SALS (Couratier et al., 2016; Millecamps et al., 

2010; Renton et al., 2014). Certains de ces gènes, pouvant être impliqués à la fois dans la SLA et dans 

la DFT, seront détaillés plus précisément dans le chapitre C (PARTIE 1), qui présente le continuum SLA-

DFT.  

On retrouve chez les patients porteurs de mutations, des agrégats de protéines malconformées en lien 

avec le gène muté, qui peuvent être concomitants avec des inclusions positives pour d’autres protéines 

non mutées (TDP-43, FUS, etc.). La protéine TDP-43 est le principal composant des inclusions 

cytoplasmiques retrouvées dans les MN des patients SLA (Neumann et al., 2006; Renton et al., 2014). 

Seuls les patients porteurs d’une mutation dans le gène SOD1 ne possèdent pas d’inclusions TDP-43 

(Couratier et al., 2016; Millecamps et al., 2010). 
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Figure 1 : Distribution génétique de la SLA. 
Seuls les gènes les plus fréquemment mutés dans la pathologie sont représentés dans cette figure (figure inspirée 
de Couratier et al., 2016; Millecamps et al., 2010; Renton et al., 2014). 

1.2. L’implication de l’environnement et les facteurs de risques 

Les causes de déclenchement de la SLA restent à éclaircir. La communauté scientifique tente donc 

d’établir un lien entre les cas sporadiques de SLA et les facteurs environnementaux. En effet, dans 

certaines régions du monde, la fréquence de la maladie est plus élevée. C’est notamment le cas de l’île 

de Guam, située dans le Pacifique. Dans les années 1940, la population autochtone Chamorro a 

particulièrement été affectée par une forme de SLA atypique associée à un syndrome parkinsonien et 

une démence (Arnold et al., 1953; Figlewicz et al., 1994; Garruto et al., 1981; Koerner, 1952; Kurland, 

1988). Certaines études privilégient le facteur environnemental dans ces cas de SLA, où l’hypothèse 

d’un potentiel lien entre la maladie et la présence de L-β-Methylaminoalanine (L-β-MAA, un acide 

aminé neurotoxique) dans les sols, l’eau et l’alimentation, est fortement suspectée (Cox and Sacks, 

2002; Cox et al., 2005; Kurland, 1988; Murch et al., 2004; Spencer et al., 1987).  

Outre les facteurs liés à l’environnement naturel, il existe d’autres facteurs de risques de la maladie. 

Ils sont très divers et peuvent aussi bien être liés à l’environnement professionnel d’une personne qu’à 

un mode de vie ou encore à des conditions physiologiques et médicales. En effet, la SLA semble affecter 

davantage les personnes exposées à certains facteurs exogènes comme l’exposition aux pesticides, 

aux métaux lourds, aux solvants ou encore aux virus (Al-Chalabi and Hardiman, 2013; Douville et al., 

2011; Gresham et al., 1986; Ingre et al., 2015; Malek et al., 2012; Vinceti et al., 2010). La pratique d’une 

activité physique intense, le type de nutrition ou le tabagisme sont aussi considérés comme des 

facteurs de risques liés au mode de vie dans la SLA (Armon, 2009; Chio, 2005; Nelson et al., 2000; 

Pupillo et al., 2014a). Enfin, les facteurs physiologiques comme la faible masse corporelle ou les 
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conditions médicales comme l’hypermétabolisme ou le diabète ont également été associés à 

l’augmentation du risque de développer la maladie (Al-Chalabi and Hardiman, 2013; Couratier et al., 

2016; Ingre et al., 2015; Mariosa et al., 2015; Turner et al., 2013). Toutefois, il est important de noter 

que tous ces facteurs ne sont que des corrélations et non des causalités. Ils restent donc très 

controversés.  

2. Les caractéristiques cliniques 

2.1. L’âge d’apparition de la maladie et son évolution 

L’âge de survenue des premiers symptômes de la SLA est en moyenne de 60 ans. L’évolution est 

toujours fatale. De manière générale, le diagnostic est établi un an après les premiers symptômes et 

les patients décèdent entre 3 et 5 ans après le diagnostic de la maladie. Toutefois, l’apparition et 

l’évolution de la pathologie sont variables et dépendent de plusieurs facteurs, notamment des 

mutations retrouvées chez les patients (Pupillo et al., 2014b). 

L’âge d’apparition des premiers symptômes peut également influer sur l’évolution de la pathologie 

(Wolf et al., 2014). Plus l’âge est avancé, plus l’évolution semble rapide. De plus, l’âge d’apparition des 

premiers symptômes corrèle souvent avec le type de mutations retrouvées chez les patients 

(Millecamps et al., 2010). En effet, les patients porteurs de mutations C9ORF72 déclarent la maladie à 

un âge plus avancé que les patients portant une mutation dans les gènes SOD1/TARDBP/FUS. A 

l’inverse, les patients atteints de mutations FUS déclarent généralement la maladie plus jeune que les 

patients porteurs de mutations SOD1, TARDBP et C9ORF72 (en moyenne à 43 ans pour les patients 

FUS contre, respectivement, 51/52/58 ans pour les patients SOD1/TARDBP/C9ORF72). Enfin, les 

patients porteurs de mutation FUS et C9ORF72 montrent également un phénotype SLA très sévère et 

la maladie évolue très rapidement : le décès se fait généralement moins de 3 ans après l’apparition 

des premiers symptômes (Millecamps et al., 2012).  

Plus rarement, l’évolution de la maladie peut être lente et dépasser 15 ans. Cela concerne environ 16% 

des patients SLA (Gubbay et al., 1985). C’est notamment le cas du célèbre physicien Stephen Hawking, 

décédé en mars 2018 après avoir vécu plus de 50 ans avec la maladie (Dobson, 2002; Westeneng et 

al., 2018). Toutefois, les formes de SLA à progression lente sont atypiques. Ces formes concernent les 

patients portant une mutation ponctuelle dans le gène DCTN1 (codant pour la dynactine) (Laird et al., 

2008). Il existe également des SLA dites « juvéniles ». Les SLA juvéniles apparaissent avant l’âge de 25 

ans et sont liées à des mutations spécifiques dans les gènes ALS2 (codant la protéine alsine), SETX 

(codant la protéine sénataxine) et FUS (Cai, 2005; Chance et al., 1998; Chen et al., 2004; Gros-Louis et 

al., 2008). Hormis les mutations FUS, l’évolution des SLA juvéniles est généralement lente.  
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2.2. Les sites d’apparition de la maladie et les signes cliniques 

Il existe 3 formes principales de SLA : spinale, bulbaire et respiratoire. Elles ont été définies en fonction 

du site d’apparition initial des symptômes moteurs. Ces symptômes moteurs surviennent à la suite 

d’une dégénérescence des neurones moteurs corticaux (ou MN supérieurs), des MN bulbaires et des 

MN spinaux (ou MN inférieurs) (figure 2). Les neurones moteurs corticaux (NMC) sont situés dans le 

cortex moteur et projettent sur les MN du bulbe rachidien (MN bulbaires) et la corne ventrale de la 

moelle épinière (MN spinaux). La connexion des NMC aux MN (bulbaires et spinaux) forme ce qu’on 

appelle le faisceau pyramidal. Grâce à ce faisceau, les MN commandent aux muscles qu’ils innervent, 

une action envoyée par les NMC. Parmi les MN existants, ce sont les MN α du système nerveux 

volontaire qui dégénèrent dans la SLA (Roselli and Caroni, 2014). 

 

Figure 2 : Populations neuronales affectées dans la SLA.  
Les NMC projettent vers les MN bulbaires et spinaux. Les MN bulbaires et spinaux commandent les muscles du 
visage ou les membres supérieurs et/ou inférieurs. La SLA est caractérisée par la dégénérescence de ces 
populations de neurones (NMC ; MN bulbaires ; MN spinaux) (Inspirée de Taylor et al., 2016).  

En règle générale, la dégénérescence des NMC chez les patients entraîne une spasticité et une 

hyperréflexie ostéotendineuse (exagération des réflexes) avec inversion du signe de Babinski. La 

spasticité consiste en une exagération pathologique du reflexe myotatique à l’origine de spasmes et 

de contractions musculaires exagérées. Les travaux du laboratoire suggèrent que la spasticité 
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retrouvée chez les patients SLA serait en partie liée à la dégénérescence des neurones 

sérotoninergiques du noyau raphé dans le tronc cérébral (Dentel et al., 2013; El Oussini et al., 2017). 

La dégénérescence des MN entraîne le plus souvent une paralysie progressive, des fasciculations 

(contractions involontaires des fibres musculaires), des crampes et une hypotonie (tonicité musculaire 

insuffisante) des muscles atteints. La dégénérescence des MN bulbaires peut donner lieu à des 

phénomènes de dysarthrie (trouble de l’élocution) et de dysphagie (troubles de la déglutition) 

(Rowland and Shneider, 2001). 

La SLA est caractérisée par l’atteinte de la fonction et de la viabilité des deux populations de neurones 

moteurs (NMC et MN). Le niveau d’atteinte de ces neurones est spécifique à chaque patient et entraîne 

une diversité de symptômes et des formes différentes de la maladie (figure 3). 

La forme spinale concerne 75% des cas. La progression de la maladie est moins sévère que les autres 

formes. Elle se caractérise par l’atteinte asymétrique des membres inférieurs ou supérieurs, le plus 

souvent de manière distale (Rowland and Shneider, 2001; Wijesekera and Leigh, 2009). Les principaux 

symptômes cliniques de la forme spinale sont : une faiblesse et une atrophie musculaire, des 

fasciculations (contraction involontaire des fibres musculaires) et des crampes des membres atteints, 

une hyperréflexie, une spasticité avec généralement une absence du signe de Babinski (Rowland and 

Shneider, 2001; Swinnen and Robberecht, 2014). La forme bulbaire concerne 20% des patients SLA. 

Elle est associée à un mauvais pronostic vital. Cette forme est prédominante chez les femmes. Les 

patients atteints par la forme bulbaire présentent le plus souvent une faiblesse et une atrophie 

progressive des muscles bulbaires (c’est-à-dire les muscles du visage, du pharynx, du larynx et de la 

langue), entrainant généralement une dysarthrie, une dysphagie et des fasciculations de la langue. La 

propagation de la maladie peut se caractériser par une hyperréflexie des membres (Chio et al., 2011; 

Swinnen and Robberecht, 2014). Enfin, la forme respiratoire de la SLA est la forme clinique la plus rare 

mais aussi la plus agressive. Elle concerne 5% des patients et touche plus souvent les hommes. Cette 

forme entraîne généralement des orthopnées (difficulté respiratoire en position couchée) et des 

dyspnées (difficulté de la respiration) (Chio et al., 2011).  

Quelle que soit la forme de la SLA, cette maladie évolue toujours fatalement vers une paralysie 

générale des muscles volontaires et finalement, une paralysie des muscles respiratoires entrainant la 

mort des patients.  
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Figure 3 : Les différents sites d’apparition de la SLA.  
On parle de forme spinale quand la SLA se déclenche dans les membres supérieurs et inférieurs. C’est la forme 
de SLA la plus courante. La forme bulbaire, moins fréquente, se caractérise par une apparition de la maladie au 
niveau des muscles faciaux, du pharynx, du larynx et de la langue. Plus sévère et plus rare, la forme respiratoire 
impacte les muscles thoraciques/respiratoires. 

Il est important de noter que le site d’apparition des premiers symptômes peut également être 

dépendant de la mutation retrouvée chez les patients (figure 4) (Millecamps et al., 2012). En effet, une 

étude française menée sur des patients FALS montre que les mutations SOD1 engendrent plus souvent 

des atteintes des membres inférieurs, tandis que les mutations TARDBP débutent plus généralement 

par une atteinte des membres supérieurs. Les mutations FUS sont également plus souvent associées à 

des formes spinales, tandis que les mutations C9ORF72 plutôt à des formes de SLA bulbaires.  

Enfin, en plus de ces formes de SLA, certains patients développent des troubles comportementaux. En 

effet, 15 à 20% des patients atteints de SLA développent une démence fronto-temporale (DFT), et à 

l’inverse, 15% des patients atteints de DFT développent une SLA (Ling et al., 2013; Nguyen et al., 2018). 

Le développement d’une DFT chez les patients SLA peut être associé à la mutation retrouvée (figure 

4). Alors qu’aucune mutation SOD1 n’a été jusqu’ici reportée chez les patients SLA-DFT, certains 
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patients porteurs de mutations C9ORF72, FUS ou TARDBP par exemple, sont plus sujets à développer 

des DFT (Ji et al., 2017; Millecamps et al., 2012; Nguyen et al., 2018; Turner et al., 2017).  

Figure 4 : Comparaison clinique entre le début d’apparition de la SLA, les mutations familiales et le risque de 
développer une DFT.  
Les patients atteints de mutations SOD1 développent généralement la maladie au niveau des membres 
inférieurs, tandis que l’on retrouve plus de formes bulbaires de la maladie chez les patients porteurs de mutation 
C9ORF72. Enfin, le risque de développer une démence fronto-temporale (DFT) est plus accru chez les patients 
porteurs de mutations C9ORF72, TARDBP et FUS. Cette étude a été menée sur une population de patients 
français (figure adaptée de Millecamps et al., 2012).  

2.3. La composante métabolique 

Les 20 dernières années ont permis de montrer que la SLA n’est pas seulement une maladie du MN. 

Les patients SLA présentent aussi des défauts dans la balance énergétique (Dupuis et al., 2011; Pradat 

et al., 2010). En effet, en 2001, Desport et collaborateurs ont mis en évidence que les patients 

présentent un hypermétabolisme, c’est-à-dire une dépense énergétique accrue au repos (Desport et 

al., 2001). Les études ont révélé que cet hypermétabolisme concerne quasiment 2 patients sur 3, et 

qu’il est négativement corrélé à la survie (Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018). De plus, ce phénomène 

est précoce et perdure tout au long de la maladie (Bouteloup et al., 2009; Funalot et al., 2009; Peter 

et al., 2017). Les patients SLA sont également plus facilement sujet à développer des troubles du 

comportement en lien avec l’alimentation (ou des formes de démences) (Ahmed et al., 2016a, 2016b). 

Cet hypermétabolisme est associé à un syndrome de malnutrition qui est à l’origine de la perte de 

poids progressive observée chez les patients et à l’aggravation de la pathologie (Desport et al., 1999; 

Marin et al., 2011). L’indice de masse corporelle (IMC) est donc un indice de pronostic de la maladie. 

En effet, un faible IMC associé à une malnutrition corrèle négativement avec la survie (Desport et al., 

1999; O’Reilly et al., 2013; Paganoni et al., 2011). Le suivi du statut nutritionnel des patients est donc 

fondamental et peut être sujet à des stratégies d’amélioration de l’espérance de vie.  
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Néanmoins, l’hypermétabolisme n’est pas la seule altération métabolique retrouvée chez les patients. 

On note que 50% des patients présentent une hyperlipidémie qui corrèle avec l’augmentation de 

l’espérance de vie. En effet, des études ont montré que les patients avec des ratios « low density 

protein/high density protein » (LDL/HDL) et une concentration en triglycérides circulants élevés vivent 

plus longtemps (Dorst et al., 2011; Dupuis et al., 2008). D’autres données montrent que le métabolisme 

lipidique des patients est privilégié au profit du métabolisme glucidique. En effet, un grand nombre de 

patients SLA présentent une altération de l’assimilation du glucose circulant, c’est-à-dire qu’ils 

possèdent un taux de glucose élevé (mais suffisamment inférieur aux critères retenus pour le diabète) 

dû à un trouble de régulation de la glycémie. Ces patients sont donc insulino-résistants, et l’intolérance 

au glucose s’accompagne généralement de niveaux d’acides gras libres élevés (Pradat et al., 2010). 

Ainsi, l’induction du métabolisme lipidique, pourrait expliquer la survie plus importante des patients 

hyperlipidémiques.  

3. Le diagnostic clinique 

L’établissement du diagnostic de la SLA est généralement difficile à poser en raison de la vitesse de 

progression de la maladie, de l’hétérogénéité clinique des patients, mais aussi à cause du nombre 

important de maladies du motoneurone (« MND » pour « motor neuron disease ») possédant des 

caractéristiques similaires (notamment les amyotrophies spinales et bulbaires de l’adulte ou encore la 

sclérose latérale primitive). Le diagnostic différentiel peut demander du temps, généralement plus 

d’un an, car il est basé sur l’évolution clinique de la pathologie. Outre le facteur génétique qui aide au 

diagnostic de la maladie, seul un nombre limité de techniques permet d’orienter le diagnostic de la 

SLA. On trouve parmi ces méthodes : l’électrophysiologie, la neuroimagerie (IRM, TEP), les biopsies 

musculaires et l’étude des biomarqueurs (Dorst et al., 2018; van Es et al., 2017; Mitchell and Borasio, 

2007). 

3.1. Les critères de diagnostic 

Le diagnostic formel de la SLA nécessite que les patients présentent des symptômes de faiblesses 

musculaires progressives impliquant simultanément les NMC et les MN dans plusieurs régions du corps 

(bulbaire, cervicale, thoracique, lombaire). Le diagnostic différentiel de la SLA (par rapport aux autres 

MND) est réalisé selon les critères de diagnostic d’« El Escorial ». Ces critères ont été établis par Brooks 

et collaborateurs en 1994, et déterminent les atteintes motrices des patients et l’avancée de la 

pathologie (Brooks, 1994). Même si les critères d’El Escorial ont récemment été révisés (Ludolph et al., 

2015), ils consistent toujours en l’identification d’une SLA selon 4 catégories de certitude de 

diagnostic : SLA possible, SLA probable avec confirmation en laboratoire, SLA probable ou SLA établie 
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(van Es et al., 2017). Lorsqu’une seule région présente des signes d’atteinte des NMC et des MN, ou si 

deux régions montrent des atteintes des NMC, la SLA est « possible ». Une SLA est dite « probable avec 

confirmation en laboratoire » si le patient présente des signes d’atteinte des NMC avec une 

électromyographie qui montre une atteinte des MN dans deux régions corporelles différentes. On 

parle de SLA « probable » quand les deux populations de neurones moteurs sont affectées dans deux 

régions différentes. Enfin, lorsque trois régions présentent des atteintes des NMC et MN, la SLA est 

« établie » (van Es et al., 2017).  

3.2. Les méthodes d’évaluation 

De nos jours, plus de 40 mutations ont été associées à la SLA. C’est pourquoi les patients peuvent être 

soumis à des tests génétiques afin de vérifier les potentielles mutations dans les gènes impliqués dans 

la SLA. Dans le cas des FALS, l’étude du génome est fondamentale dans le diagnostic de la maladie. 

Cette méthode de diagnostic reste néanmoins controversée en raison de la pénétrance de la maladie 

qui n’est pas toujours complète (van Es et al., 2017). 

a. L’électromyographie et la biopsie musculaire 

En dehors de la génétique, d’autres méthodes aident au diagnostic de la SLA. Les méthodes d’étude 

de l’innervation musculaire peuvent notamment informer sur les dysfonctionnements des MNs. Parmi 

ces méthodes, il y a l’électromyographie (EMG) qui est une méthode de routine permettant de mettre 

en évidence les dénervations musculaires. Les résultats EMG peuvent ainsi mettre en évidence une 

altération de la conduction nerveuse ainsi que des fibrillations (contractions spontanées et 

anarchiques des fibres musculaires) et des fasciculations, qui sont la conséquence d’une dénervation 

musculaire (Joyce and Carter, 2013; Krarup, 2011; Vucic and Rutkove, 2018). La technique de l’EMG 

permet également d’estimer le nombre d’unités motrices fonctionnelles (van Es et al., 2017) bien 

qu’elle ne permette pas à elle seule de poser un diagnostic de SLA. D’autres méthodes d’étude de la 

dénervation musculaire, comme la biopsie musculaire, peuvent être réalisées en complément de 

l’EMG pour orienter le diagnostic de la SLA. La biopsie musculaire est généralement réalisée au niveau 

du muscle deltoïde des patients. Cette méthode permet de révéler, par histologie, les atrophies des 

fibres musculaires et les signes de dénervation (Jokela et al., 2016). Toutefois, cette technique n’est 

pas toujours réalisée car elle demeure invasive et douloureuse.  

b. Les biomarqueurs 

La biopsie musculaire peut aussi mettre en évidence de potentiels biomarqueurs de la SLA. 

L’augmentation de l’expression du facteur NOGO-A (neurite out growth inhibitor) dans les muscles des 

patients, une protéine membranaire impliquée dans l’inhibition de la régénérescence axonale, semble 
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pouvoir corréler avec la sévérité de la maladie (Dupuis et al., 2002; Pradat et al., 2007, 2012). D’autres 

marqueurs peuvent aussi être mesurés dans les prélèvements sanguins et le liquide céphalorachidien 

(LCR) des patients. Dans le LCR des patients, le biomarqueur le plus étudié pour orienter le diagnostic 

de SLA est le neurofilament, une protéine structurale des neurones relarguée dans le LCR lors d’une 

lésion axonale. Des niveaux élevés de neurofilaments peuvent ainsi être un outil d’évaluation de la 

progression de la maladie (van Es et al., 2017; Tortelli et al., 2012). D’autres marqueurs, comme la 

présence de protéines TDP-43 ou de GDNF, peuvent être également mesurés (Grundström et al., 2000; 

Neumann et al., 2006). Dans le sang des patients, des changements de niveau de certains marqueurs 

de l’inflammation (facteur de nécrose tumorale α « TNF-α », Interleukine 6 « IL-6 », etc.) et de stress 

oxydatif peuvent également être mis en évidence (Robelin and Gonzalez De Aguilar, 2014). Enfin, plus 

récemment, des études métabolomiques dont une étude lipidomique, ont montré que le LCR des 

patients SLA présente une signature métabolique spécifique qui pourrait permettre le diagnostic de la 

maladie et de prédire son évolution (Blasco et al., 2013, 2017). Il est toutefois important de noter que 

les études des biomarqueurs possèdent leurs limites. De nos jours, elles ne permettent pas à elles 

seules de diagnostiquer la SLA car d’autres maladies neurodégénératives sont associées à ces mêmes 

biomarqueurs. Toutefois, les biomarqueurs restent importants à mesurer puisqu’ils peuvent 

contribuer au diagnostic et au pronostic de la SLA.  

c. La neuroimagerie 

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) cérébrale ou médullaire, constitue également un outil 

d’aide au diagnostic de la SLA et à l’évaluation de la progression de la maladie. Cette technique non 

invasive permet d’étudier entre autres, les structures cérébrales comme l’épaisseur du cortex moteur, 

qui est diminué chez les patients SLA. A noter que dans les cas des SLA-DFT, des atrophies des lobes 

frontaux et temporaux peuvent être mises en évidence (voir « 2 » du chapitre B, PARTIE 1). L’utilisation 

occasionnelle de la Tomographie par Emission de Positons (TEP) peut également permettre d’estimer 

les niveaux d’atteinte métabolique des patients. Toutefois, couteuse et radioactive, cette technique 

ne peut être régulièrement pratiquée. Ainsi les techniques d’IRM et de TEP peuvent permettre 

d’aiguiller, en plus des autres méthodes, sur le diagnostic différentiel de la SLA (Agosta et al., 2010; 

Lloyd et al., 2000; da Rocha et al., 2004; Senda et al., 2011; Verstraete et al., 2012).  

3.3. Evaluation de la progression de la maladie 

Lorsque le diagnostic SLA est établi, il est fondamental d’évaluer l’avancée des symptômes et la vitesse 

d’évolution de la pathologie. L’état fonctionnel du patient doit donc régulièrement être évalué. 

L’échelle principale d’évaluation de la progression de la maladie est celle de l’ALSFRS (Amyotrophic 

Lateral Sclerosis Functionnal Rating Scale). Cette échelle d’évaluation apprécie l’atteinte bulbaire (la 
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parole, la déglutition, la salivation…), l’atteinte fonctionnelle des membres (notamment la marche) 

ainsi que l’atteinte des fonctions ventilatoires. Elle permet d’analyser la capacité des patients à réaliser 

des tâches de la vie quotidienne (Cedarbaum et al., 1999). Ainsi, l’autonomie des patients peut être 

évaluée et permet d’adapter leur prise en charge au cours de la progression de la maladie. Cependant, 

cette échelle ne permet pas de mesurer l’état psychologique du patient, bien que les conditions 

psychosociales aient été considérées comme des acteurs dans la progression de la maladie (Johnston 

et al., 1999). C’est pourquoi la mise en place d’un suivi médical spécifique est également essentiel au 

cours de la maladie. 

4. Les traitements thérapeutiques et symptomatiques  

Malgré les nombreuses molécules envisagées pour traiter la SLA, aucun traitement curatif n’est 

actuellement disponible. Toutefois, en plus des traitements symptomatiques non médicamenteux, 

deux agents thérapeutiques sont disponibles. Ces molécules, qui semblent ralentir la progression de 

la maladie, n’ont cependant montré que des effets limités. 

4.1. Les stratégies thérapeutiques actuelles 

a. Le riluzole 

Développé dans les années 90, le premier médicament proposé pour les patients SLA est le riluzole 

(Rilutek®). A raison de 100 mg/jour, il est le seul médicament prolongeant de quelques mois la survie 

des patients (Bensimon et al., 2002; Miller et al., 1996, 2012; Turner et al., 2001). Les réponses au 

traitement riluzole sont néanmoins très hétérogènes et ses effets sur la survie des patients restent 

faibles. En moyenne il augmente l’espérance de vie de 2 à 3 mois et semble avoir des effets plus 

marqués chez les patients atteints de formes bulbaires que ceux atteints de formes spinales (Bensimon 

et al., 1994; van Es et al., 2017; Miller et al., 1996, 2012; Zoccolella et al., 2007). Il semblerait que l’un 

des mécanismes d’action du riluzole consiste à inhiber la libération du glutamate au niveau 

présynaptique et à augmenter la recapture extracellulaire du glutamate. Antagoniste des récepteurs 

Acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA), il limiterait également la transmission glutamatergique, 

stabiliserait l’état inactivé des canaux sodiques voltages-dépendants (Distad et al., 2008; Dorst et al., 

2018) et réduirait l’hyperexcitabilité neuronale. Toutefois, des études laissent à penser que les effets 

du riluzole passent par d’autres propriétés pharmacologiques puisque les traitements anti-

glutamatergiques qui ont été testés chez les patients sont inefficaces. Bien qu’on suppose que le 

riluzole réduise l’excitotoxicité glutamatergique, le mécanisme neuroprotecteur exact de la molécule 

reste méconnu. Le riluzole demeure néanmoins un médicament dont le profil est sûr. En effet, seuls 

quelques effets secondaires mineurs tels que des maux de tête, une asthénie, de l’anxiété ou une 
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somnolence ont été constatés (Bensimon et al., 1994; Groeneveld et al., 2003). A ce jour en Europe, il 

reste le seul médicament approuvé pour le traitement de la SLA.  

b. L’Edaravone 

Approuvé au Japon en 2015 et aux Etats-Unis en 2017 dans le cadre du traitement de la SLA, 

l’Edaravone est un agent anti-oxydant dont les mécanismes d’action demeurent inconnus. Initialement 

l’Edaravone (Radicava®) est un médicament utilisé pour le traitement des ischémies cérébrales. Un 

essai clinique dans la SLA a montré que l’Edaravone limite le déclin fonctionnel (Abe et al., 2017b; 

Rothstein, 2017). Cependant, cette étude a été menée uniquement sur une sous-population japonaise 

qui présentait des caractéristiques SLA moindre. En effet, les patients présentaient une atteinte légère 

de la fonction motrice et de la déglutition, ainsi que des fonctions respiratoires normales. Aucune 

étude ne traite de ses effets sur des patients avec de plus fortes atteintes (Al-Chalabi et al., 2017). De 

plus, l’efficacité de l’Edaravone a récemment été remise en question à la suite d’un essai clinique où 

les patients ont répondu négativement au traitement (Turnbull, 2018). Il n’est actuellement pas 

autorisé en Europe en raison des lourds inconvénients liés à son administration qui consiste en des 

perfusions intraveineuses presque quotidiennes réparties sur 24 semaines (60mg par injection 

intraveineuse) (Abe et al., 2017b; Dorst et al., 2018). 

c. La thérapie antisens 

Depuis quelques années, bien qu’invasive et pas encore approuvée, une autre forme de thérapie est 

envisagée. Cette thérapie est basée sur l’injection d’oligonucléotides antisens (ASO) aux patients dotés 

de mutations SOD1. Les ASO injectés peuvent ainsi lier directement les ARN messagers (ARNm) du 

mutant SOD1 dans le noyau et/ou le cytoplasme pour les inactiver ou les modifier, et engendrer une 

diminution de l’expression de la protéine mutée (Bennett et al., 2019; DeVos and Miller, 2013; Dorst 

et al., 2018).  A ce jour, une seule étude clinique d’injection intrathécale d’ASO a été menée sur des 

patients atteints de SLA familiale SOD1 (Miller et al., 2013). Les premières données de l’étude montrent 

que les ASO sont plutôt bien tolérés et suggèrent qu’une injection d’ASO dans le système nerveux 

central (SNC) pourrait être une stratégie thérapeutique envisageable et prometteuse pour les maladies 

neurodégénératives.   

4.2. Les traitements non médicamenteux 

Pour pallier les déficits moteurs des patients, de nombreuses stratégies peuvent être mises en place. 

Ces stratégies ont pour but de préserver et de renforcer la fonction motrice afin de limiter la perte 

musculaire, améliorer les conditions de vie des patients voire allonger leur espérance de vie. Des 
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traitements symptomatiques (contre les crampes musculaires, l’anxiété, les douleurs…) sont 

également mis en place pour essayer d’améliorer le confort de vie des patients.  

a. Les traitements nutritionnels 

Comme précédemment indiqué, les patients SLA présentent un déficit métabolique qui peut entraîner 

une perte de poids avant même l’apparition des premiers symptômes moteurs (Peter et al., 2017). 

Cette perte de poids est un facteur de pronostic délétère, et des études cliniques ont montré qu’un 

IMC plus faible retrouvé chez les patients SLA est négativement corrélé à la survie (Desport et al., 1999; 

Dupuis et al., 2008; O’Reilly et al., 2013; Paganoni et al., 2011). A l’inverse, d’autres recherches 

cliniques ont montré que les patients possédant des ratios élevés en LDL/HDL, en triglycérides et 

cholestérols, présentent un avantage de survie plus élevée (Dorst et al., 2011; Dupuis et al., 2008). Ces 

données montrent l’importance du statut nutritionnel du patient. Ainsi des stratégies thérapeutiques 

basées sur des régimes alimentaires spécifiques ont été adoptées. En effet, des études ont essayé de 

pallier les défauts métaboliques des patients grâce à un régime alimentaire hyperlipidique ou 

hyperglucidique (Dorst et al., 2013; Wills et al., 2014). Très récemment, une étude a évalué l’efficacité 

d’un régime gras riche en calories sur des patients SLA. Bien que cette étude ne semble pas montrer 

d’effets sur la survie de l’ensemble de la cohorte de patients, elle semble montrer que le régime a des 

effets bénéfiques sur la survie d’un sous-groupe de patients dont l’évolution de la maladie est rapide 

(Ludolph et al., 2020).  

Enfin, il est essentiel de noter que la perte progressive de la force musculaire et la difficulté à déglutir 

sont des facteurs favorisant la malnutrition et la sous-nutrition. Les patients ne sont alors plus capables 

d’avaler ni de mastiquer et des procédures de gastrotomie (telle que la nutrition entérale) doivent être 

mises en place (Desport et al., 1999; Greenwood, 2013). La nutrition entérale est un mode 

d’administration direct des aliments par l’intermédiaire d’une sonde. Cette approche nutritionnelle 

couplée à un régime hypercalorique enrichi en glucides semble efficace pour ralentir la progression de 

la maladie (Wills et al., 2014). Enfin, une étude menée sur 1 million de participants a montré qu’une 

consommation élevée de lipides enrichis en acides gras oméga-3 diminue le risque de développer une 

SLA (Fitzgerald et al., 2014). 

b. La prise en charge médicale et l’exercice 

Tout au long de la maladie, les patients sont pris en charge grâce à des stratégies médicales qui ont 

pour but de les aider à accepter la maladie et à améliorer leur condition physique. Les stratégies 

médicales, non basées sur les dimensions motrices, ont pour but d’améliorer la qualité de vie des 

patients en les encourageant à communiquer et en les aidant à participer à la vie de tous les jours. 
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Cette prise en charge passe donc par l’implication de psychothérapeutes, de physiothérapeutes et de 

kinésithérapeutes (Dorst et al., 2018). Dans la mesure du possible, il est également recommandé aux 

patients de pratiquer une activité physique modérée afin de soulager les douleurs et crampes 

musculaires. Des études menées sur le modèle murin SLA SOD1G93A ont montré que certains types 

d’exercice (notamment la natation) pouvaient avoir des effets bénéfiques sur l’apparition des premiers 

symptômes, sur l’intégrité des fibres musculaires, sur le maintien du nombre de MN, mais aussi sur la 

survie des animaux (Deforges et al., 2009; Desseille et al., 2017). Même si l’exercice améliore la qualité 

de vie des patients, il est maintenant connu qu’une activité musculaire trop intense aurait des effets 

néfastes sur les MN qui, trop stimulés par l’exercice dégénéreraient, provoquant une progression plus 

rapide de la maladie (Dorst et al., 2018; Mahoney et al., 2004). 

c. Les supports respiratoires 

Au cours de la maladie, les patients développent des insuffisances respiratoires dues à une défaillance 

progressive du diaphragme et des muscles respiratoires. Il est alors indispensable de recourir à la 

ventilation assistée dès l’apparition des premiers symptômes de difficultés respiratoires. La ventilation 

assistée est non-invasive et permet un soutien respiratoire des voies supérieures grâce à un masque 

nasal ou intégral (Dorst et al., 2018). Des études cliniques montrent que ce type de ventilation peut 

améliorer la qualité de vie des patients et ainsi allonger leur survie de plusieurs mois (Berlowitz et al., 

2016; Bourke et al., 2006). A un stade très avancé de la maladie, les patients présentent une paralysie 

quasiment complète et il est possible qu’ils nécessitent d’une ventilation plus invasive. Cette 

ventilation consiste en une trachéotomie capable de soutenir les voies respiratoires inférieures. Cette 

méthode peut également améliorer de quelques mois la survie des patients (Spataro et al., 2012).  

B. La Démence Fronto-Temporale (DFT) 

La Démence Fronto-Temporale (DFT) est une maladie neurodégénérative provoquant une atrophie 

progressive, souvent asymétrique, des lobes frontaux et temporaux du cortex cérébral. Troisième 

cause de démence après la maladie d’Alzheimer et la démence à corps de Lewy, elle se manifeste 

généralement entre 50 et 60 ans et provoque des troubles du comportement, du langage et des 

mouvements (Finger, 2016). Comme la SLA, il n’existe aucun traitement curatif de la DFT et les 

traitements symptomatiques, capitaux pour les patients et leurs proches, sont limités.  

1. Epidémiologie 

La Démence fronto-temporale (DFT) se traduit par la dégénérescence progressive des lobes frontaux 

et temporaux du cortex cérébral causant une démence chez l’adulte. C’est une maladie dite « pré-
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sénile » étant donné qu’elle se déclare généralement chez les individus de moins de 65 ans. La 

prévalence de la DFT est assez hétérogène selon les zones géographiques et peu d’études répertorient 

la répartition géographique de la maladie. Toutefois, elle est estimée entre 15 et 22 personnes pour 

100 000 habitants, avec 10% des patients qui développent la maladie avant 35 ans et 30 % après 65 

ans. Elle semble également toucher de manière égale les hommes et les femmes et on dénombre 

chaque année 2 à 4 nouveaux cas pour 100 000 individus. En raison du faible nombre d’étude, ces 

estimations restent très discutées (Coyle-Gilchrist et al., 2016; Hogan et al., 2016; Mercy et al., 2008; 

Onyike and Diehl-Schmid, 2013; Ratnavalli et al., 2002) (Finger, 2016). 

1.1. Les facteurs de risque 

Les facteurs de risque de la DFT connus à ce jour sont essentiellement liés à la génétique car peu 

d’études ont été menées sur l’implication des facteurs exogènes (environnement, tabac, 

traumatismes, etc.), et ces études ne semblent pas toutes d’accord avec les hypothèses suggérées 

(Golimstok et al., 2014; Kalkonde et al., 2012; Onyike and Diehl-Schmid, 2013; Rosso, 2003). 

Néanmoins, la composante héréditaire de la DFT a été démontrée comme plus importante que celle 

de la SLA : 30% des DFT sont d’origine familiale contre 70% d’origine sporadique (Ling et al., 2013; 

Turner et al., 2017). La majorité des mutations sont retrouvées au niveau des gènes C9ORF72, 

Progranuline (PGRN) et du gène codant la protéine TAU (MAPT). Mais d’autres gènes ont été associés 

à la DFT tels que les gènes CHMP2B (Charged Multivesicular Body protein 2B), UBQLN2 (Ubiquiline 2) 

ou encore VCP (Valosine-containing protein) (Ling et al., 2013; Taylor et al., 2016). Ensemble, les 

mutations des gènes C9ORF72, PGRN et MAPT représentent plus de 80% des DFT, tandis que les 

mutations dans les gènes CHMP2B et VCP sont beaucoup plus rares et représentent moins de 1% des 

DFT (Ling et al., 2013; Onyike and Diehl-Schmid, 2013). Les cas de DFT liés aux mutations TARDBP sont 

encore plus rares (Ling et al., 2013). Elles sont le plus souvent liés à une SLA (Benajiba et al., 2009). 

Seules 2 familles atteintes de DFT sans symptômes moteurs et portant une mutation dans le gène 

TARDBP ont été répertoriées (Borroni et al., 2009; Kovacs et al., 2009). L’implication des mutations 

FUS dans la DFT reste toujours à éclaircir (Lagier-Tourenne et al., 2010; Mackenzie et al., 2010). En 

effet, comme pour les patients TARDBP, les études reportant les cas de DFT liées à FUS sont 

initialement des patients SLA porteurs de mutation FUS qui ont développé des caractéristiques liés à 

la DFT (Blair et al., 2010; Ticozzi et al., 2011). Jusqu’à aujourd’hui, seul un patient a développé une DFT 

liée à une mutation FUS (M254V) sans antécédant de SLA (Van Langenhove et al., 2010). Toutefois, 

aucune donnée d’autopsie n’a confirmé le diagnostic et des données supplémentaires sont nécessaires 

pour confirmer que cette mutation est une véritable cause de DFT (Cairns and Ghoshal, 2010; 

Mackenzie et al., 2010). 
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Les principaux gènes associés aux deux pathologies (SLA et DFT) seront présentés plus précisément 

dans le chapitre suivant qui décrit le continuum SLA-DFT (chapitre C, PARTIE 1).  

2. Les caractéristiques cliniques 

2.1. Les différentes variantes de DFT et leurs signes cliniques 

La DFT provoque progressivement chez les patients, des changements de la personnalité associés à 

des troubles sociaux, émotionnels, linguistiques et alimentaires. La mémoire et la perception sont 

globalement conservées dans les premiers stades de la pathologie (Rascovsky et al., 2011). Les 

premiers signes de la maladie sont parfois difficiles à détecter et sont facilement associés à d’autres 

troubles psychiatriques (Pose et al., 2013). Ils débutent généralement par des changements du 

comportement alimentaire ou des faux-pas sociaux (maladresses sociales) qui sont, tout d’abord, 

interprétés comme des comportements anodins. L’accumulation de nombreux indices (liés à des 

changements du langage, du comportement en société et de l’alimentation) permet de définir les 

signes annonciateurs d’une DFT (Pose et al., 2013; Rascovsky et al., 2011). Il existe 2 formes majeures 

de DFT qui sont catégorisées selon les symptômes cliniques présentés par le patient (Harciarek and 

Cosentino, 2013; Pose et al., 2013; Rascovsky et al., 2011; Tsai and Boxer, 2016) :  

· La variante comportementale de la DFT (vcDFT) qui est la forme la plus répandue,  

· L’aphasie primaire progressive (APP) qui est subdivisée en 3 groupes : l’APP avec variante 

grammaticale, l’APP avec variante sémantique et l’APP avec variante phonologique (ou aussi 

appelée démence sémantique). 

Le terme « Démence Lobaire Fronto-Temporale (DLFT) » est utilisé pour les patients diagnostiqués 

DFT, et qui ont été confirmés comme étant atteints de DFT par l’identification d’une mutation 

génétique ou par des démarches histopathologiques (biopsie ou analyse post-mortem) (Finger, 2016; 

Mackenzie et al., 2009). Les critères de diagnostic de la DFT seront développés dans la sous-partie « 3 » 

de ce chapitre.   

a. La variante comportementale de la DFT (vcDFT) 

La vcDFT concerne 60% des patients et se caractérise par une détérioration progressive du 

comportement (Onyike and Diehl-Schmid, 2013). Les patients développent progressivement des 

troubles du comportement social, des troubles de l’alimentation mais également des changements 

émotionnels. Ainsi les symptômes associés à la vcDFT ont été définis par le développement progressif 

d’une désinhibition, d’une perte d’empathie, d’agressivité et de stéréotypies comportementales (ou 

verbales), mais aussi de troubles du comportement alimentaire comme l’ingestion d’objets non 

comestibles, une hyperphagie ou surconsommation d’alcool et/ou de tabac (Rascovsky et al., 2011).  
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b. Les aphasies primaires progressives (APP)  

Les patients qui développent des APP présentent également la plupart de ces symptômes mais comme 

le nom l’indique, un trouble du langage est aussi associé. Cette aphasie peut aller de la difficulté à 

trouver ses mots à l’incapacité totale de s’exprimer ou même de comprendre des mots et des phrases. 

Les patients développant la variante grammaticale de l’APP par exemple, présentent des discours 

saccadés, lents et éprouvent des difficultés à construire leurs phrases et des difficultés d’élocution liées 

à l’incapacité d’exécuter certains mouvements des muscles permettant le langage. Les patients 

atteints par l’APP avec variante sémantique confondent le sens de certains mots ou même les oublis 

et perdent en vocabulaire. Ils présentent également des troubles de la reconnaissance des objets et 

des lieux. Enfin, les patients avec une APP phonologique présentent une incapacité à répéter des séries 

de mots/lettres ou à répéter des phrases/expressions (Erkkinen et al., 2018; Gorno-Tempini et al., 

2008, 2011). Cette forme de DFT est souvent associée à un variant de la maladie d’Alzheimer (Meeter 

et al., 2017).  

c. Les DFT associées aux maladies du motoneurone (MND)  

Les patients DFT sont sujets à développer plus facilement d’autres pathologies comme un syndrome 

extrapyramidal, engendrant une DFT associée à des symptômes parkinsoniens ou à une MND. Les DFT 

associées à des atteintes des MN sont caractérisées de DFT-MND. Ainsi, les patients DFT peuvent 

développer, à un stade précoce ou tardif de la maladie, des phénotypes cliniques qui vont du 

parkinsonisme à la SLA, en passant par la Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP), le Syndrome 

Corticobasal (SCB) et d’autres MND. Par exemple, les patients atteints d’APP sémantique développent 

plus facilement une SLA ou une MND, tandis que les patients atteints d’APP grammatical développent 

plus facilement une PSP ou un SCB (Meeter et al., 2017).  

2.2. Les altérations cérébrales  

a. Les atteintes morphologiques 

La DFT se caractérise par une atrophie progressive des lobes frontaux et/ou temporaux. Toutefois cette 

atteinte peut s’étendre à d’autres zones cérébrales selon le type de DFT (figure 7) (Schroeter et al., 

2007). En effet, dans le cas de la vcDFT, l’atteinte peut être frontale et temporale mais aussi 

prédominante au niveau frontal sans atteinte temporale (et vice-versa). En plus de l’atteinte des lobes 

frontaux-temporaux, le cortex cingulaire antérieur, le cortex insulaire antérieur et certaines zones 

sous-corticales comme le thalamus, l’amygdale et l’hippocampe sont également atrophiés (Ahmed et 

al., 2016b; Schroeter et al., 2007). Dans le cas de l’APP, l’hémisphère gauche est généralement plus 

atteint que le droit (Schroeter et al., 2007). On retrouve donc dans l’APP grammaticale une atrophie 

du lobe frontal gauche ainsi qu’une atrophie du cortex insulaire et du cortex prémoteur (Gorno-
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Tempini et al., 2004; Warren et al., 2013). L’APP sémantique est associée à une atrophie asymétrique 

(plus développée à gauche qu’à droite) des lobes temporaux antérieurs, de l’amygdale et l’hippocampe 

antérieur (Gorno-Tempini et al., 2004, 2011; Thompson et al., 2003). Enfin, l’APP phonologique touche 

la jonction des lobes frontaux-pariétaux et de l’hippocampe antérieur (Erkkinen et al., 2018; Gorno-

Tempini et al., 2004).  

De plus, les patients atteints de vcDFT et d’APP sémantique possèdent des difficultés à identifier les 

saveurs et les odeurs. Cela serait dû à la dégénérescence du cortex entorhinal gauche, de l’hippocampe 

et du lobe temporal (Ahmed et al., 2016b). De plus, comme les patients atteints de vcDFT ou d’APP 

sémantique, les patients SLA présentent des changements du comportement alimentaire. Néanmoins, 

dans la SLA comme dans la vcDFT, on retrouve des atrophies de l’hypothalamus qui ne sont pas 

retrouvées dans le cas d’APP sémantique (Ahmed et al., 2016b; Vercruysse et al., 2018). Ces données 

démontrent que les changements du comportement alimentaire ne sont pas liés à la dégénérescence 

d’une seule et unique région cérébrale. Il est possible que ce soit l’atrophie commune de plusieurs 

régions cérébrales qui donne naissance à des symptômes communs entre les différentes formes de 

DFT et autres pathologies comme la SLA.  

b. Les inclusions TDP-43/FUS/TAU 

L'examen post mortem du cerveau des patients DLFT a permis de regrouper les formes de DFT sous 

différentes appellations en fonction du type d’inclusions protéiques retrouvées dans les neurones 

affectés (figure 5) (Holm et al., 2007; Ling et al., 2013; Mackenzie et al., 2010, 2009; Meeter et al., 

2017; Onyike and Diehl-Schmid, 2013; Rascovsky et al., 2011) :  

· « DLFT-TDP » : 45% des DLFT présentent des inclusions positives pour TDP-43. Les patients 

porteurs de mutations TARDPB, PGRN, C9ORF72 et VCP présentent des inclusions 

intraneuronales TDP-43 positives et TAU négatives. 

· « DLFT-TAU » : 45% des DLFT présentent des inclusions positives pour TAU. Les patients ayant 

une mutation dans le gène MAPT présentent des inclusions TAU positives et TDP-43 négatives. 

·  « DLFT-FUS » : 9% des DLFT présentent des inclusions positives pour FUS. Cette appellation 

comprend les patients qui présentent des inclusions FUS positives (TAU et TDP-43 négatives) 

sans pour autant être porteurs de mutation dans le gène FUS. 

· « DLFT-UPS ou DLFT-Unfolded protein system » : plus rare, 1% des DLFT présentent des 

inclusions positives pour l’ubiquitine sans immunoréactivité pour TDP-43, FUS ou TAU. C’est le 

cas des DLFT induites par la mutation CHMP2Bintron5.  
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Dans toutes ces catégories de DFT, on retrouve des inclusions positives pour l’ubiquitine. Il est aussi 

intéressant de noter que la protéine CHMP2B est également retrouvée dans les inclusions 

cytoplasmiques des cerveaux des patients atteints de la maladie de Parkinson et de la Démence à Corps 

de Lewy (Kurashige et al., 2013). 

 

Figure 5 : Lien entre les mutations et les inclusions protéiques retrouvées dans la DFT.  
Il est possible d’établir un lien entre les mutations génétiques et les inclusions protéiques dans la DFT. En effet, 
45% des DLFT-TDP sont associées à des inclusions TDP-43, 9% des DLFT-FUS à des inclusions FUS, 1% des DLFT-
UPS à des inclusions ubiquitines et 45% des DLFT-TAU à des inclusions TAU. Ces inclusions vont dépendre de la 
mutation retrouvée chez les patients. (inspirée de Ling et al., 2013; Meeter et al., 2017; Onyike and Diehl-Schmid, 
2013).  

c. Les modifications des neurotransmetteurs 

La transmission de certains neurotransmetteurs est altérée dans la DFT et semble contribuer à la 

physiopathologie de la maladie. En effet, l’imagerie fonctionnelle et la TEP mettent en évidence que 

les patients DFT présentent une altération des voies dopaminergiques dans le striatum telle qu’une 

perte de neurones dopaminergiques et une diminution des niveaux de dopamine (Gil-Navarro et al., 

2013; Lebert et al., 2004; Pijnenburg et al., 2003). Ces altérations provoqueraient les changements 

comportementaux observés chez les patients. Des études suggèrent également que les altérations de 

la transmission dopaminergique pourraient être à l’origine de la tendance des patients DFT à 

développer un syndrome extrapyramidal, lors de l’utilisation de neuroleptiques qui sont des bloqueurs 

des récepteurs dopaminergiques (Czarnecki et al., 2008; Pijnenburg et al., 2003). Bien que le système 

cholinergique soit plutôt préservé (à l’inverse de la maladie d’Alzheimer), les patients DFT présentent 

aussi une diminution de la quantité de récepteurs à la sérotonine au niveau des lobes frontaux-

temporaux et une diminution de la transmission sérotoninergique (Lebert et al., 2004; Procter et al., 

1999; Tsai and Boxer, 2016; Warren et al., 2013). 

2.3. Les altérations métaboliques 

Comme les patients SLA, les patients DFT présentent des changements métaboliques qui influencent 

le pronostic de la maladie. En 2014, Ahmed et collaborateurs ont mené une étude sur des patients 

atteints de vcDFT et d’APP sémantique. Ils ont mis en évidence que ce type de DFT implique une 
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hyperlipidémie et plus précisément une augmentation sérique des triglycérides, du ratio LDL/HDL, du 

cholestérol et des niveaux d’insuline. L’ensemble de ces données traduit une insulino-résistance des 

patients DFT (Ahmed et al., 2014, 2016b). De plus, l’hyperoralité et les changements alimentaires font 

partie des critères de diagnostic des patients vcDFT et de certaines variantes comme l’APP sémantique. 

Ces changements du comportement alimentaire poussent les patients à consommer de grandes 

quantités de nourriture (avec une préférence pour les aliments sucrés), ce qui augmente leur IMC 

(Ahmed et al., 2016c). Néanmoins, l’IMC des patients ne semble pas avoir d’impact direct sur 

l’évolution de la DFT. Mais il semblerait plutôt que l’augmentation de l’appétit des patients SLA-DFT 

soit elle-même favorable au pronostic de survie des patients (Ahmed et al., 2016a). Toutefois, compte 

tenu de leur alimentation, les patients DFT devraient montrer un IMC plus élevé que celui 

habituellement retrouvé. En 2007, Wooley et collaborateurs suggèrent que les patients DFT montrent 

des changements métaboliques compensatoires, qui pourraient être similaires à ceux retrouvés chez 

les patients SLA (Woolley et al., 2007). Les patients DFT semblent donc, eux aussi, hypermétaboliques.  

Néanmoins, les points communs cliniques et pathologiques entre la SLA et la DFT, comme les 

changements métaboliques, ne sont pas toujours compris. Tandis que les patients SLA perdent du 

poids, les patients DFT en gagnent. Mais dans les deux maladies, on retrouve un hypermétabolisme, 

une hyperlipidémie et une résistance à l’insuline. Il est montré que les patients SLA sans déficits 

cognitifs présentent un IMC beaucoup plus faible que les patients SLA-DFT ou SLA avec atteinte 

cognitive (figure 6). De plus, les patients SLA qui présentent une hyperlipidémie ont un meilleur 

pronostic de survie, les patients développant la SLA avec une DFT ont une progression de la maladie 

plus rapide (Ahmed et al., 2016b).  

Les données internes du laboratoire ont également permis d’établir un lien étroit entre le profil 

transcriptomique musculaire des patients SLA et DFT. En effet, cette étude a montré que l’expression 

des gènes du métabolisme lipidique et mitochondrial pouvait être un indicateur de l’évolution d’une 

DFT en SLA. Ainsi, les patients DFT qui ne présentaient pas d’atteintes motrices au moment de la 

biopsie et qui ont développé plus tard une SLA, présentaient les mêmes dérégulations des gènes que 

les patients diagnostiqués SLA. Cette étude démontre l’existence d’une signature transcriptionnelle 

avant l’apparition des symptômes moteurs chez des patients DFT. 
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Figure 6 : Changements métaboliques du continuum SLA-DFT.  
Certaines altérations métaboliques des patients SLA et DFT peuvent être comparables comme 
l’hypermétabolisme et l’insulino-résistance. Toutefois, les changements du comportement alimentaire des 
patients DFT engendrent une hyperphagie et un IMC élevé, tandis que les patients SLA présentent un syndrome 
de malnutrition qui leurs font perdre du poids. Lors du continuum SLA-DFT, ces paramètres peuvent évoluer. Les 
patients « SLA-plus » sont considérés comme les patients SLA qui montrent des troubles cognitifs et du 
comportement, mais qui ne présentent pas suffisamment de symptômes pour être diagnostiqués DFT (inspirée 
de Ahmed et al., 2016b).  

2.4. Pronostic 

Le pronostic de la DFT est assez variable et va dépendre des formes de DFT. En effet, la médiane de 

survie est estimée à 10,5 ans pour les patients vcDFT et est de l’ordre de 12,6 ans pour les patients APP 

(Onyike, 2011). Les patients DFT portant des inclusions TAU dans leurs neurones semblent également 

survivre plus longtemps (environ 9 ans) que les patients DFT TAU-négatifs (Onyike and Diehl-Schmid, 

2013). Toutefois, la médiane de survie générale des patients DLFT est comprise entre 7 et 13 ans à 

condition qu’ils ne développement pas de MND (comme la SLA), qui raccourci la durée de survie entre 

3 et 5 ans après l’apparition des premiers symptômes moteurs (Coon et al., 2011; Onyike, 2011; Onyike 

and Diehl-Schmid, 2013).  

3. Les diagnostics cliniques 

En raison du nombre important de démences existantes, le diagnostic de la DFT peut parfois s’avérer 

long. Notamment au début de la pathologie où les symptômes peuvent être facilement semblables à 

ceux retrouvés dans la maladie d’Alzheimer ou dans d’autres troubles psychiatriques comme la 

schizophrénie ou la démence à corps de Lewy (Pose et al., 2013; Warren et al., 2013). Le diagnostic de 

la DFT passe par la réalisation d’imagerie médicale mais aussi par la détection de certains 

biomarqueurs. 

3.1. Les critères de diagnostics 

Comme la SLA, le diagnostic de la DFT est basé sur un tableau clinique spécifique : « DFT possible », 

« DFT probable » ou « DFT établie ». En 2011, deux équipes scientifiques ont établi des critères 

capables de discerner les vcDFT et les différentes APP (Gorno-Tempini et al., 2011; Rascovsky et al., 

2011). 
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Ainsi, les vcDFT peuvent être définies comme « possibles » lorsque les patients présentent au moins 3 

symptômes comportementaux ou cognitifs suivants : une désinhibition (comme des comportements 

sociaux inappropriés), une perte d’empathie, des comportements stéréotypés ou compulsifs 

(répétition de certains gestes ou développement de rituels verbaux), des changements du 

comportement alimentaire (suralimentation ou ingestion d’objets non comestibles), une apathie ou/et 

un déclin cognitif précoce telle que la perte des compétences exécutives et spatio-temporelles 

(troubles de la mémoire ou difficultés à réaliser certaines tâches) (Rascovsky et al., 2011). Dans le cas 

des APP « possibles », 3 symptômes précédents doivent être présents et au moins 3 critères suivants 

doivent être retenus (Gorno-Tempini et al., 2011) :  

· APP grammaticale : fort agrammatisme (trouble de l’agencement syntaxique des mots), 

discours saccadés et lents, difficultés à s’exprimer même à l’effort, difficultés d’élocution, 

difficultés de compréhension des phrases complexes, faible vocabulaire, 

· APP sémantique : compréhension altérée des mots, nomination altérée des objets, perte de 

vocabulaire, dyslexie ou dysgraphie, 

· APP phonologique : incapacité de répéter des séries de mots/lettres ou de répéter des 

phrases/expressions, bonne articulation mais discours lents avec léger agrammatisme. 

Une DFT dite « probable » (vcDFT et APP confondues) se caractérise par des patients qui répondent 

aux critères cités précédemment dans le diagnostic « possible », associés à un déclin cognitif très 

important et des altérations cérébrales diagnostiquées par imagerie (atrophies des cortex frontaux 

et/ou temporaux). Enfin, le diagnostic d’une DFT est établi (on parle alors de DLFT) lorsque les patients 

répondent aux critères associés à une DFT « possible », accompagnées de preuves génétiques et/ou 

histopathologiques. 

Les critères cliniques d’une DFT doivent impérativement être associés à des analyses de 

neuroimagerie, des analyses génétiques mais aussi des analyses de biomarqueurs. C’est ce qui permet 

ainsi de faire le diagnostic différentiel de la DFT avec d’autres démences.  

3.2. Les méthodes de diagnostics  

a. La neuroimagerie 

Le diagnostic de la DFT doit être confirmé par des techniques d’imagerie comme l’IRM et la TEP. L’IRM 

permet d’analyser les substances cérébrales grises et blanches des patients.  
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· L’analyse de la substance grise  

Le volume de la substance grise globale ou des différentes structures peut être mesuré afin de 

déterminer l’avancement des atrophies cérébrales (figure 7) (Meeter et al., 2017; Warren et al., 2013). 

Avec l’analyse du profil du LCR des patients, l’IRM cérébrale peut permettre de différencier la DFT de 

la maladie d’Alzheimer. Comme le montre la figure 7, certaines mutations génétiques ont été liées à 

des altérations spécifiques : les patients mutés pour le gène C9ORF72 présentent des atrophies 

cérébrales symétriques généralisées, tandis que les patients portant des mutations PGRN exposent 

des atrophies fronto-temporo-pariétales asymétriques. Les patients mutés pour le gène MAPT 

montrent une atrophie symétrique des lobes temporaux (figure 7).  

 

Figure 7 : Atrophie de la substance grise selon le sous-type de DFT.  
Les patients atteints de DFT peuvent présenter des profils différents d’atrophies de la substance grise (en rouge). 
Les patients de vcDFT (ou bvFTD) présentent essentiellement des atrophies au niveau frontal et temporal. Dans 
le cas de l’APP sémantique (svPPA), on retrouve une atrophie des lobes temporaux plus accentuée dans 
l’hémisphère gauche. Les patients atteints d’APP grammaticale (nfvPPA) développent des atrophies du lobe 
frontal gauche et de l’insula. Les patients DLFT-FUS (muté ou non pour le gène mais présentant des inclusions 
FUS) ont généralement des atrophies du cortex caudé très prononcées, les patients porteurs de mutations PGRN 
(GRN) montrent des atrophies asymétriques fronto-temporo-pariétales, et les patients porteurs de mutation 
C9ORF72 présentent une atrophie généralisée. Enfin, les patients mutés pour le gène MAPT montrent des 
atrophies des lobes temporaux. Souvent considérés comme une variante de la maladie d’Alzheimer, les patients 
APP phonologique ne sont ici pas représentés (issue de Meeter et al., 2017). 

· L’analyse de la substance blanche  

L’étude de la substance blanche se fait grâce à la technique d’IRM « DTI » (imagerie en tenseur de 

diffusion). Cette technique permet de mettre en évidence, de manière non-invasive, la distribution des 

molécules d’eau et ainsi d’observer l’intégrité des faisceaux de matière blanche du cerveau, et donc 

plus précisément la dégénérescence axonale. La technique de DTI permet de différencier les différents 

sous-types de DFT comme la vcDFT ou les APP en fonction des zones altérées (Meeter et al., 2017). 
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Pour étudier la connectivité fonctionnelle entre les différentes régions cérébrales, l’IRM fonctionnelle 

peut également être utilisée, bien que moins précise et variable.  

· Quantification du débit sanguin tissulaire (ARL) 

La technique d’IRM de quantification du débit sanguin tissulaire ARL (arterial spin labeling) permet 

également, sans injection de produit de contraste, de mesurer la perfusion cérébrale. Les patients DFT 

présentent également une hypoperfusion des régions cérébrales affectées. Cette technique est 

souvent corrélée à des mesures de l’activité métabolique par la technique de TEP et peut permettre 

un diagnostic précoce de la maladie.  

· Analyse des atteintes métaboliques 

La technique de TEP permet d’estimer les atteintes métaboliques cérébrales et prédire l’évolution de 

la maladie. Couplée à la technique d’ARL, elle permet de distinguer les sous-types de DFT et de les 

différencier des autres maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer. Lors de la TEP, 

les régions cérébrales atteintes montrent une activité métabolique réduite soit un hypométabolisme 

localisé, qui est une caractéristique retrouvée chez les patients DFT. Chez les patients DFT, 

l’hypométabolisme cérébral intervient avant l’atrophie de la substance grise. Cet hypométabolisme 

peut être asymétrique chez les patients APP (Meeter et al., 2017). Cette technique peut aussi être utile 

pour détecter un hypométabolisme dans les régions cérébrales atteintes lorsque l’IRM semble normale 

(Warren et al., 2013). Enfin, des traceurs amyloïdes et TAU peuvent être utilisés dans la technique de 

TEP pour différencier les différentes DFT à inclusions TAU, FUS ou TDP-43 (Tsai and Boxer, 2016).  

b. L’analyse de potentiels biomarqueurs 

Dans le cadre du diagnostic de la DFT, le LCR peut être analysé pour identifier les éventuels 

changements de biomarqueurs. Cette analyse est un examen complémentaire de la neuroimagerie 

dans le diagnostic de la DFT (Meeter et al., 2017). Comme dans la SLA, des niveaux augmentés de 

chaines de neurofilaments reflètent une dégénérescence axonale. Les patients DFT présentent donc 

des niveaux de neurofilaments élevés mais c’est également le cas d’autres maladies 

neurodégénératives bien que dans des quantités moindres (Maladie d’Alzheimer, PSP, SCB, etc.). 

Néanmoins, même si le neurofilament n’est pas un biomarqueur précoce de la maladie et qu’il ne 

permet pas de différencier les différents sous-types de DFT, il permet d’estimer le stade de la maladie 

et de surveiller son avancement.  
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Dans le diagnostic de la maladie d’Alzheimer, trois biomarqueurs différents sont dosés dans le LCR : 

TAU phosphorylé (TAU-P), TAU total (TAU-T) et le Bêta-amyloïde1-42 (Aβ1-42). Chez les patients 

atteints de la maladie d’Alzheimer, les niveaux protéiques de TAU-P, TAU-T sont plus élevés que chez 

les patients DFT, tout comme les niveaux de Aβ1-42 qui sont inférieurs à ceux des patients DFT. Ainsi 

les ratios TAU-P/Aβ1-42 ou TAU-T/Aβ1-42 permettent de différencier la DFT de la maladie d’Alzheimer 

(Meeter et al., 2017). Toutefois, tous les patients DFT ne présentent pas d’augmentation/diminution 

des niveaux protéiques de TAU et de Aβ1-42, tandis que d’autres patients ont des profils semblables à 

ceux de la maladie d’Alzheimer (les patients atteints d’APP phonologique par exemple). 

c. La génétique 

Comme dans la SLA, les analyses génétiques peuvent être fondamentales dans l’établissement d’un 

diagnostic de DFT. Mais le LCR et le sang des patients peuvent également informer sur les mutations 

génétiques, tout comme ces mutations vont influencer le type de protéines retrouvées dans ces 

fluides. Dans le cas de mutation dans le gène PGRN, les quantités de protéines PGRN dans le sang et le 

LCR sont réduites jusqu’40% par rapport à un individu sain. A l’inverse, la mutation C9ORF72 entraîne 

une augmentation des niveaux de protéines proline-glycine (Poly(GP)) dans le sérum et dans le LCR. 

Néanmoins, même si ces biomarqueurs sont cruciaux pour l’analyse d’une DFT, leur quantification 

n’indique toutefois pas sur la progression de la maladie (Meeter et al., 2017). 

4. Les traitements thérapeutiques et symptomatiques 

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif de la DFT ou permettant de ralentir la progression de la 

pathologie. Toutefois, des traitements médicamenteux limitent les symptômes en lien avec les 

troubles du comportement. Ces traitements s’avèrent parfois cruciaux quand le caractère impulsif des 

patients peut mettre leur sécurité en jeu ou celle de leurs entourages. C’est pourquoi une prise en 

charge spécialisée et adaptée doit absolument être mise en place.   

4.1. Les traitements médicamenteux 

Les traitements de la DFT agissent essentiellement sur la transmission des neurotransmetteurs. Encore 

aujourd’hui, l’utilisation d’inhibiteurs de l’acétylcholine estérase ou de la mémantine (un antagoniste 

des récepteurs NMDA utilisé dans la maladie d’Alzheimer), est controversée étant donné que leurs 

effets ne sont pas vraiment démontrés (Boxer et al., 2013; Lebert et al., 2004; Tsai and Boxer, 2016; 

Warren et al., 2013). Les neuroleptiques peuvent aussi être utilisés pour agir sur l’impulsivité des 

patients. Mais bien qu’ils semblent efficaces, ils génèrent parfois des effets indésirables comme 

l’aggravation des symptômes comportementaux, l’accélération de la maladie ou le développement 

d’un syndrome extrapyramidal et de symptômes parkinsoniens tels que l’antécolis (courbure excessive 
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de la nuque vers l’avant) (Czarnecki et al., 2008; Pijnenburg et al., 2003; Warren et al., 2013). 

L’utilisation d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (5-HT) (comme la trazodone, la sertraline et 

le citalopram) semble être la méthode la plus efficace. Elle aurait montré des effets bénéfiques sur les 

troubles comportementaux et psychoaffectifs des patients DFT, qui présentent une diminution de la 

quantité de récepteurs à la 5-HT au niveau des lobes frontaux-temporaux (Lebert et al., 2004; Procter 

et al., 1999; Tsai and Boxer, 2016; Warren et al., 2013). Les essais cliniques avec ces molécules 

semblent montrer une réduction de la désinhibition, de l’impulsivité, des troubles alimentaires, de 

l’anxiété et de la dépression (Herrmann et al., 2012; Lebert et al., 2004; Prodan et al., 2009). Ces 

traitements sont à l’origine utilisés dans le traitement des troubles psychiatriques comme la 

dépression. 

4.2. Les traitements non médicamenteux 

La DFT est une maladie qui n’affecte pas seulement le patient. Les troubles du comportement ont 

généralement un impact direct sur le patient et sur sa famille. Une prise en charge spécialisée des 

patients est alors fondamentale pour assurer un environnement calme et sécuritaire. Elle va de l’ordre 

de la thérapie physique (pour atténuer les troubles de la marche et l’équilibre) à l’aide à la 

communication (particulièrement pour les patients dont la parole est affectée). La prise en charge est 

donc généralement adaptée aux déficits spécifiques de chaque patient (fonctionnels, psychologiques, 

etc.) et passe par l’intervention de nombreux spécialistes : orthophonistes, diététiciens, 

physiothérapeutes, ergothérapeutes, psychologues, etc. La famille des patients peut aussi bénéficier 

d’un support psychologique et d’une aide à domicile (Kortte and Rogalski, 2013; Tsai and Boxer, 2016; 

Warren et al., 2013).  

C. Le continuum SLA-DFT 

De nos jours, de nombreuses données cliniques mettent en évidence que la SLA et la DFT présentent 

des altérations communes, notamment génétiques et histopathologiques, qui permettent d’établir un 

lien entre ces deux pathologies. Ainsi, il a été montré que 15-20% des patients SLA développent une 

DFT, tandis que 15% des patients DFT développent une SLA (Ling et al., 2013; Nguyen et al., 2018). Et 

même s’il n’est toujours pas entièrement compris, le continuum SLA-DFT est aujourd’hui clairement 

établi. 

1. Les principales mutations génétiques  

Les avancées technologiques actuelles ont permis d’identifier de nombreuses mutations associées à la 

SLA, à la DFT ou aux deux. L’identification de ces gènes impliqués dans les deux pathologies a permis 
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de renforcer l’idée de l’existence d’un continuum SLA-DFT (figure 8). Ces gènes aux fonctions 

physiologiques variées assurent le bon fonctionnement des différentes voies moléculaires dans 

lesquelles ils sont impliqués, leurs fonctions allant de l’homéostasie protéique à la régulation du 

métabolisme des ARN. Je ne présenterai ici que les gènes les plus représentés dans la SLA, la DFT et le 

continuum SLA-DFT. 

 

Figure 8 : Spectre génétique de la SLA et de la DFT.  
Mutations génétiques les plus représentées dans la SLA (en bleu) et la DFT (en vert). La SLA et la DFT sont des 
maladies neurodégénératives qui partagent un même spectre génétique et clinique (inspirée de Ling et al., 2013).  

1.1. C9ORF72, un gène majeur dans la SLA et la DFT 

C9ORF72 pour « chromosome 9 open reading frame 72 » est le gène le plus répandu avec une causalité 

de 46% chez les FALS, 8% chez les SALS, 25% des DFT familiales et 6% des DFT sporadiques (Lattante 

et al., 2015; Millecamps et al., 2012). Découvert en 2011 par deux équipes américaines, il a ensuite été 

mis en évidence dans une grande population de patients atteints de FALS/SALS et/ou de DFT (DeJesus-

Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011). La fonction exacte de ce gène, situé sur le chromosome 

9, n’est pas encore complétement élucidée. Quelques études suggèrent cependant que la protéine du 

gène C9ORF72 aurait un rôle dans le trafic endosomal et de l’autophagie (Farg et al., 2014; Sellier et 

al., 2016; Webster et al., 2016).  

Chez certains patients SLA, l’expansion hexanucléotidique GGGGCC peut atteindre jusqu’à 1600 

répétitions contre 1-23 chez l’individu sain (Millecamps et al., 2012). L’identification difficile de ce gène 

est dû au fait que les répétitions riches en GC dans les régions non codantes du génome sont difficiles 

à analyser avec des méthodes classiques. Les patients SLA mutés pour le gène C9ORF72 présentent 

plus fréquemment des atteintes bulbaires et des troubles cognitifs (Millecamps et al., 2010, 2012). Ces 

patients développent aussi la maladie plus tardivement et ont une durée de survie plus courte. Fait 

intéressant, une étude montre que les générations futures de patients porteurs d’une expansion dans 
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le gène C9ORF72 développent une SLA plus rapidement que leurs parents en raison d’une 

augmentation du nombre de répétitions au cours de la méiose (Chio et al., 2012).  

Plusieurs hypothèses ont été émises concernant la pathogénicité des mutations dans le gène C9ORF72 

(Ling et al., 2013). L’une d’elle est l’haploinsuffisance du gène C9ORF72. Cette théorie va dans le sens 

d’une perte de fonction, où la diminution de l’expression du gène C9ORF72 est responsable de 

l’apparition des symptômes moteurs et de la dégénérescence des MN. Une quantité réduite des 

transcrits C9ORF72 a été détectée dans les lymphoblastes et le cortex frontal des patients porteurs de 

l’expansion hexanucléotidique (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Gijselinck et al., 2012). Une seconde 

théorie concerne la toxicité des ARN contenant les séquences répétées et qui séquestreraient les 

ribosomes et/ou les facteurs de transcription. Ces ARN ont été retrouvés agrégés dans les noyaux des 

cellules de la moelle épinière et du cortex frontal des patients (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Une 

autre hypothèse est que ces ARN avec expansions favorisent la formation de dipeptides toxiques qui 

s’accumulent dans les cellules du cerveau et de la moelle épinière des patients (Mori et al., 2013). 

Enfin, il est aussi possible d’envisager que les mutations dans le gène C9ORF72 entraînent une 

altération des voies autophagiques (Farg et al., 2014; Sellier et al., 2016; Webster et al., 2016).  

1.2. SOD1, un gène spécifique de la SLA 

Le gène Superoxyde Dismutase [Cu/Zn] 1 (SOD1) est localisé sur le chromosome 21. Il code pour 

l’enzyme SOD1 impliquée dans la protection de la cellule contre le stress oxydatif et les radicaux 

superoxydes qu’elle transforme en peroxyde d’hydrogène. C’est une protéine ubiquitaire qui se trouve 

principalement dans le cytosol, mais elle est aussi présente dans le noyau, les peroxysomes et l'espace 

intermembranaire mitochondrial des cellules humaines (Valentine et al., 2005). En 1993, 

l’identification de 11 mutations ponctuelles à l’état hétérozygote dans des FALS ont permis la 

découverte d’une des causes génétiques les plus répandues de la SLA (Rosen et al., 1993). Après 

C9ORF72, les mutations dans le gène SOD1 constituent actuellement la deuxième cause génétique de 

SLA avec 3% de cas sporadiques et 12% de cas familiaux (Couratier et al., 2016; Millecamps et al., 2010; 

Renton et al., 2014; Rotunno and Bosco, 2013). A ce jour, SOD1 est l’un des gènes le mieux caractérisé 

dans la SLA et plus de 180 mutations différentes ont été identifiées chez des patients diagnostiqués 

SLA (Saccon et al., 2013; ALSOD consortium : http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). La transmission se fait 

généralement de manière autosomique dominante, et le type de mutation semblerait également 

corrélé avec la survie des patients, notamment les mutations G37R et A4V par exemple, qui semblent 

prédire une survie plus longue (Andersen, 2006; Cudkowicz et al., 1997). Les patients porteurs de 

mutations sur le gène SOD1 présentent des inclusions protéiques SOD1 dans les neurones et les 

astrocytes mais ces inclusions ne sont jamais concomitantes avec les inclusions protéiques FUS et TDP-
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43. La pathogénicité des mutations SOD1 serait directement liée à l’agrégation de la protéine mal 

conformée et/ou à des dysfonctionnements cellulaires. En effet, de nombreuses études ont ainsi mis 

en évidence que les altérations de la fonction physiologique de la protéine SOD1 provoquent des 

altérations mitochondriales, des altérations du transport axonal ou encore une excitotoxicité au 

glutamate (Bruijn et al., 2004; Rotunno and Bosco, 2013; Zhang et al., 2007). Enfin, des études in vitro 

et in vivo montrent que les protéines mutées SOD1 forment des agrégats protéiques entre elles. Ces 

protéines SOD1 agrégées seraient capables de se propager de cellule en cellule tout en accentuant la 

pathologie mais elles seraient également capables de recruter les autres protéines SOD1 sauvages. Ces 

études supposent donc un comportement de type prion de la protéine mutée (Ayers et al., 2014; 

Chattopadhyay et al., 2008; Münch et al., 2011).  

Pour conclure, les données actuelles tendent à supposer un gain de fonction toxique de la protéine 

SOD1 qui n’est aujourd’hui pas encore totalement compris (Andersen, 2006). 

1.3. Les gènes FUS et TARDBP, des gènes du métabolisme de l’ARN 

a. FUS (Fused in sarcoma) 

Les mutations dans le gène FUS ont été retrouvées pour la première fois en 2009 (Vance et al., 2009 ; 

Kwiatkowski et al., 2009). Elles sont généralement situées au niveau des résidus glycine et arginine du 

dernier exon du gène : l’exon 15 qui code pour le domaine de signalisation nucléaire de FUS 

(Millecamps et al., 2010). Les mutations FUS concernent 5% des FALS et 1% des SALS. Chez les patients 

SLA, les mutations dans le gène FUS se transmettent généralement sur le mode autosomique dominant 

avec parfois une pénétrance incomplète. Ces formes de SLA provoquent généralement des phénotypes 

précoces et sévères de la maladie avec évolution rapide (Millecamps et al., 2010). Les patients porteurs 

de mutations FUS déclarent généralement la maladie entre 15 et 40 ans. L’évolution de la maladie est 

rapide et le décès des patients a généralement lieu 6 mois à 2 ans après l’apparition des premiers 

symptômes (Baumer et al., 2010; Waibel et al., 2004). 

La protéine FUS est particulièrement impliquée dans le métabolisme de l’ARN, en particulier dans 

l’initiation de la transcription et l’épissage (Millecamps et al., 2010). Chez les patients SLA porteurs de 

mutation FUS, la protéine mutée FUS s’accumule dans le cytoplasme des neurones. Ces inclusions 

cytoplasmiques sont généralement TDP-43 négatives et ne sont pas retrouvées chez les patients 

porteurs de mutations SOD1.  

 

 



43 
 

b. TARDBP (Transcriptase response DNA binding protein TDP-43) 

Le gène TARDBP se trouve sur le chromosome 1 et est à l’origine de la protéine TDP-43. Tout comme 

la protéine FUS, TDP-43 est une protéine se liant à l’ARN. En effet, TDP-43 est une protéine nucléaire 

impliquée dans le métabolisme de l’ARN : transcription, épissage, transport et traduction. Par 

exemple, il est connu que TDP-43 est impliqué dans le processus d’inclusion et d’exclusion de l’exon 7 

du gène SMN2, impliqué dans les amyotrophies spinales (Bose et al., 2008). De même, TDP-43 est 

impliqué dans le transport des granules à ARN contenant les ARNm codants pour les protéines du 

cytosquelette (Neurofilaments et β-actine) (Strong et al., 2007).  

La découverte en 2008 de mutations dans le gène TARDBP a marqué le domaine de la génétique de la 

SLA. La majorité des mutations dans le gène TARBDP est située dans le domaine C-Terminal de la 

protéine, qui est un domaine riche en glycine connu pour se lier à l’ARN (Pesiridis et al., 2009). 

Rarement impliqué dans les cas de SLA-DFT, il représente 5% des FALS et 1% des SALS. Les mutations 

TARDBP chez les patients DFT est rare. Pourtant, gène TARDBP muté ou non, des inclusions 

cytoplasmiques TDP-43 sont retrouvées chez les patients SLA et DFT (Sreedharan et al., 2008). En effet, 

45% des DLFT montrent des inclusions TDP-43 positives. Dans les cas de SLA et de DFT, la protéine TDP-

43 s’accumule, sous forme hyperphosphorylée et ubiquitinée, dans le cytoplasme et les noyaux des 

MN mais aussi des cellules gliales (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006), à l’exception des patients 

porteurs d’une mutation dans le gène SOD1 (Mackenzie et al., 2007; Tan et al., 2007). Des expériences 

d’invalidation et de surexpression de TARDBP muté, menées sur le poisson-zèbre, ont montré 

l’induction de phénotypes moteurs chez ces animaux. Ces recherches supposent que les mutations 

dans le gène TARDBP sont associées à la perte de certaines fonctions de la protéine (Kabashi et al., 

2010). 

1.4. CHMP2B dans la SLA-DFT 

Le gène Charged multivesicular body protein 2B (CHMP2B) est localisé sur le chromosome 3 humain. 

La protéine CHMP2B possède 6 exons et est connue pour son interaction avec le complexe Endosomal 

sorting complex required for transport III (ESCRT-III) (Urwin et al., 2009). Le complexe ESCRT est 

primordial pour le processus de scission membranaire et d’endocytose (Henne et al., 2011). ESCRT-III 

est également impliqué dans la formation et la stabilisation des épines dendritiques via son interaction 

avec la protéine CHMP2B (Belly et al., 2010; Chassefeyre et al., 2015). CHMP2B est une protéine 

ubiquitaire qui agit essentiellement au niveau neuronal. Les mutations dans le gène CHMP2B 

représentent 1% des cas de SLA et de DFT (Ling et al., 2013; Onyike and Diehl-Schmid, 2013). A ce jour, 

12 mutations dans ce gène ont été répertoriées mais elles ne semblent pas toutes causer à la fois une 

SLA et une DFT. Certaines d’entre elles sont plutôt connues pour causer des DFT (les mutations 
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CHMP2BQ165X et CHMP2BS194L par exemple) (Ghanim et al., 2010; van der Zee et al., 2008) alors que 

d’autres ont été associées à des SLA (mutation CHMP2BQ206H) (Cox et al., 2010; Parkinson et al., 2006). 

En 2006, la mutation CHMP2BI29V a également été retrouvée chez un patient atteint à la fois de SLA et 

de DFT (Parkinson et al., 2006). La première mutation dans le gène CHMP2B a été découverte en 2005, 

dans une famille danoise exprimant des troubles cliniques de vcDFT (Skibinski et al., 2005). Cette 

famille exprime une mutation dans l’exon 6 du gène : la mutation M178V/L. Cette mutation affecte 

l’épissage de l’ARN pré-messager et modifie la séquence peptidique en aval du site de mutation. Deux 

transcrits alternatifs sont alors possibles :  

1. Un transcrit présentant la rétention d’une partie de l’intron 5 et qui provoque un arrêt de la 

traduction (l’exon 6 n’est alors plus traduit) : appelé CHMP2Bintron5 

2. Un transcrit avec un épissage total de l’intron 5 mais un exon 6 tronqué : appelé CHMP2B∆10. 

Chez ces patients, l’expression du mutant CHMP2Bintron5 n’est exprimé qu’à 35% par rapport au 

transcrit sauvage tandis que l’expression du mutant CHMP2B∆10 ne représente que 10% du transcrit 

sauvage (figure 9) (Urwin et al., 2010).  

Du fait de l’implication génétique de CHMP2B dans les maladies neurodégénératives (comme la SLA, 

la DFT ou encore dans le SCB), l’idée que les mutations CHMP2B jouent un rôle fondamental dans la 

physiopathologie de ces maladies est depuis quelques années fortement envisagée.  

 

Figure 9 : Conséquence de la mutation M178V/L sur les transcrits CHMP2B.  
La mutation M178V/L, retrouvée dans une famille danoise exprimant cliniquement une vcDFT, conduit à la 
formation de 2 transcrits. L’un des transcrits montre une rétention de l’intron 5 et provoque la non-traduction 
de l’exon 6. Le deuxième transcrit est ne présente pas de rétention de l’intron 5 mais une troncation du début 
de l’exon 6.  

1.5. Autres gènes 

Parmi les principaux gènes impliqués dans la DFT on retrouve également le gène MAPT (Microtubule 

Associated Protein TAU) et le gène PGRN (Progranuline). Avec C9ORF72, ils représentent 80% des DFT. 
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Le gène MAPT code pour la protéine TAU qui est une protéine associée aux microtubules et qui permet 

leur stabilité dans la cellule. Les patients porteurs de mutations dans le gène MAPT développent 

généralement une DFT associée à un syndrome parkinsonien. Ces patients portent généralement des 

inclusions intraneuronales TAU et TDP-43 positives. A l’inverse, des patients porteurs de mutation dans 

le gène PGRN montrent des inclusions intraneuronales TDP-43 et ubiquitine positives et TAU négatives. 

C’est l’haploinsuffisance du gène PGRN qui cause une DFT chez les patients mutés de manière 

hétérozygote. La fonction de PGRN est encore mal connue mais il est suggéré que la protéine joue un 

rôle dans le processus lysosomal (Ling et al., 2013; Meeter et al., 2017; Olszewska et al., 2016). 

Ensemble, les mutations dans le gène VCP (Valosin-Containing Protein) et UBQLN2 (Ubiquiline 2) 

représentent moins de 3% des SLA et des DFT. La protéine VCP est impliquée dans de nombreuses 

fonctions cellulaires (cycle cellulaire, fonctionnement mitochondrial, le protéasome, l’autophagie, 

etc.). Notamment, VCP est une protéine chaperonne qui agit sur les protéines ubiquitinées et qui 

permet leur adressage vers le protéasome ou le processus autophagique. Les mutations dans le gène 

VCP représentent environ 1% des SLA et 1% des DFT et provoquent des inclusions TDP-43 positives. La 

protéine UBQLN2 permet l’adressage des protéines ubiquitinées vers le protéasome tout en régulant 

l’activité autophagique. Rare cas de causalité de SLA et de DFT, les mutations dans ce gène induisent 

des inclusions ubiquitinées positives pour l’UBQLN2, TDP-43 et FUS. Toutefois, des inclusions UBQLN2 

ont également été retrouvées chez des patients SLA ne présentant pas de mutations dans le gène (Ling 

et al., 2013; Olszewska et al., 2016). 

2. Les mécanismes physiopathologiques de la SLA et du syndrome SLA-

DFT 

La SLA et la DFT partagent un spectre clinique d’un point de vue anatomopathologique. En effet, on 

retrouve dans ces deux pathologies une astrocytose et une microgliose qui sont associées à la mort 

neuronale. Les MN des patients SLA et les cerveaux des patients DFT contiennent des agrégats 

intracytoplasmiques de protéines ubiquitinées. L’un des composants majeurs de ces inclusions est la 

protéine TDP-43 qui s’accumule de manière pathologique dans le cytoplasme des neurones et des 

cellules gliales. Avec ou sans TDP-43, d’autres protéines peuvent s’accumuler sous formes ubiquitinées 

dans le cytoplasme de ces cellules, comme la protéine FUS ou la protéine TAU. Associés aux agrégats 

neurotoxiques, d’autres mécanismes participent à la dégénérescence des neurones et des cellules 

gliales, notamment le dysfonctionnement des mitochondries, l’excitotoxicité au glutamate ou encore 

l’altération des protéines du cytosquelette et les perturbations du transport axonal. Il semblerait que 

plusieurs facteurs, plutôt qu'un mécanisme unique, contribuent au développement et la progression 

de la SLA et de la DFT (Taylor et al., 2016). 
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2.1. Le stress oxydatif 

Le stress oxydatif correspond à une agression des cellules par les radicaux libres « ROS » (« reactive 

oxygen species »), qui sont des substances toxiques pour les cellules. Tous les organismes vivants en 

aérobie produisent des ROS. Les ROS sont produits en permanence au niveau de la chaine respiratoire 

de la mitochondrie à partir d’oxygène dans la cellule. La production de ROS n’engendre pas forcément 

un stress oxydatif. Toutefois, un processus de stress oxydatif se met en place lors d’un déséquilibre de 

la balance entre les ROS, qui sont pro-oxydants, et les molécules détoxifiantes antioxydantes. En effet, 

le déséquilibre dans la production des ROS et leur élimination, induit des dommages cellulaires comme 

l’altération de l’ADN, des protéines ou des lipides. L’intégrité cellulaire est alors mise en jeu, et de 

nombreuses molécules interviennent pour rétablir cet équilibre et neutraliser les ROS, notamment 

certaines enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), ou encore les vitamines comme la vitamine 

E et la vitamine C (Li and Trush, 2016).   

L’identification de mutations dans le gène SOD1 a permis à la communauté scientifique d’émettre des 

hypothèses sur les mécanismes pathologiques de la SLA. L’idée d’une perte de fonction enzymatique 

(aujourd’hui reconsidérée) a dans un premier temps été suggérée, après la découverte d’une baisse 

de l’activité enzymatique dans les érythrocytes des patients SLA (Deng et al., 1993). Toutefois, la perte 

totale de l’enzyme SOD1 n’engendre pas de phénotypes moteurs et l’idée d’un gain de fonction 

toxique est aujourd’hui beaucoup plus envisagée (Reaume et al., 1996). Chez les souris SOD1G93A et 

SOD1G37R, l’accumulation de protéines SOD1 mutées et mal repliées dans les mitochondries conduit à 

une réduction de l’activité de la chaine respiratoire (Jung et al., 2002) mais aussi à des altérations 

morphologiques, telles que des mitochondries vacuolées et dilatées dans les MN de la moelle épinière 

et dans les cellules des muscles squelettiques. Ces mitochondriopathies n’ont cependant pas été 

retrouvées dans les MN des patients mais plutôt dans leurs hépatocytes (Higgins et al., 2003; Wong et 

al., 1995). En 2003, Dupuis et collaborateurs ont mis en évidence une altération de la chaine 

respiratoire dans le muscle des souris Sod1G86R (Dupuis et al., 2003). Mais la présence de cette protéine 

mutée engendre d’autres phénomènes, notamment une perturbation du transport axonal des 

mitochondries le long des microtubules, la libération de ROS mais aussi des perturbations de 

l'homéostasie protéique, du métabolisme énergétique et une dérégulation du processus apoptotique 

(Magrané and Manfredi, 2009; Morotz et al., 2012; Pasinelli et al., 2000, 2004; Sasaki and Iwata, 2007).  

Les hypothèses concernant le stress cellulaire sont nombreuses, notamment celles autour de la 

mitochondrie et du stress du réticulum endoplasmique (RE). En effet, le RE joue un rôle fondamental 

dans l’homéostasie protéique puisqu’il intervient dans la synthèse, le repliement, les modifications 

post-traductionnelles et l’adressage des protéines. Le système d’élimination des protéines mutées 
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(UPR pour Unfolded Protein Response) et l'autophagie jouent un rôle central dans la dégradation des 

protéines mal repliées pour empêcher leur agrégation (Bravo et al., 2013; Chakrabarti et al., 2011; Hetz 

et al., 2015). Les agrégats protéiques dans la SLA et la DFT font aujourd’hui entièrement partie de la 

physiopathologie de ces maladies. En effet, d’un point de vue histopathologique, la SLA et la DFT 

partagent également un même spectre : la présence d'inclusions cytoplasmiques neuronales 

ubiquitinées positives pour TDP-43 est retrouvée dans les deux maladies (à l’exception des patients 

SLA mutés pour le gène SOD1). Les protéines mutantes comme SOD1, TDP-43, FUS et TAU s'agrègent 

dans le cytoplasme, le noyau ou la matrice extracellulaire, entraînant des dommages cellulaires et un 

dysfonctionnement neuronal (van Es et al., 2017). Lors de l’examen post-mortem, ces inclusions sont 

retrouvées dans la moelle épinière des patients SLA et dans le cerveau des patients DFT. 

Caractéristiques de ces pathologies, elles permettent de confirmer le diagnostic des patients. P62 et 

l’ubiquitine sont aussi deux protéines retrouvées dans les inclusions des patients SLA et DFT. Ces 

protéines sont recrutées dans la voie de dégradation du protéasome et dans l’autophagie, ce qui 

suggère leur implication dans les mécanismes de la neurodégénérescence de ces maladies.  

En effet, la formation des inclusions intracellulaires dans la SLA et la DFT laissent penser à une 

éventuelle altération des voies UPR et autophagiques (Cipolat Mis et al., 2016). L’agrégation des 

protéines mutées provoqueraient un stress cellulaire, le processus UPR ne serait plus efficace 

engendrant l’activation du processus apoptotique. L’analyse du LCR et des tissus des patients SLA et 

des souris SOD1G93A, a mis en évidence la présence de marqueurs liés à l’apoptose et à la réponse UPR 

(Atkin et al., 2008; Ito et al., 2009). D’autres études allant dans ce sens ont montré que l’altération de 

l’autophagie entraîne l’accumulation des protéines mutées dans les MN et leur dégénérescence (Li et 

al., 2008). Fait intéressant, stimuler l'autophagie semble améliorer la clairance des agrégats TDP-43 et 

augmenter la survie des neurones in vitro (Barmada et al., 2014), tout comme limiter le stress du RE 

retarde l’apparition des symptômes moteurs et augmente la survie des animaux SOD1G93A (Saxena et 

al., 2009). Des résultats similaires ont été mis en évidence dans le cerveau de souris DFT mutées pour 

le gène MAPT, où une augmentation de marqueurs UPR a été soulignée. Cibler l’un de marqueurs UPR : 

le marqueur PERK (PKR-like ER protein kinase), permet de limiter la neurodégénérescence (Radford et 

al., 2015).  

2.2. Implication de la neuroinflammation dans la mort des motoneurones 

De plus en plus d’études suggèrent que la neuroinflammation joue un rôle crucial dans la pathogénèse 

de la SLA et de la DFT. Dans le SNC et plus particulièrement dans le cerveau et la moelle épinière, la 

neuroinflammation se caractérise par l’activation des cellules gliales résidentes (microglie et 
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astrocytes). Ces cellules sont activées en réponses à des signaux comme une lésion cérébrale/spinale, 

une infection ou encore une dégénérescence.  

La microglie est la première ligne de défense immunitaire du SNC mais aussi l’une des principales 

médiatrices de la neuroinflammation. Elle permet la surveillance d’un environnement stable et répond 

aux signaux de « danger » envoyés par les MN et les astrocytes (Liu and Wang, 2017). Lorsque les 

cellules neuronales sont endommagées, la microglie s’active et de nombreux médiateurs cytotoxiques 

et inflammatoires (cytokines, ROS, etc.) sont libérés. Ces facteurs affectent alors d’autres neurones et 

astrocytes environnants (Boillee et al., 2006; Souza et al., 2016). De nos jours, malgré de nombreux 

travaux sur le domaine, nous ne connaissons toujours pas le mécanisme exact de déclenchement de 

cette neuroinflammation (figure 10).  

 

Figure 10 : Profil moléculaire de la glie dans la SLA.  
Dans la SLA, les cellules gliales hyperactivées sécrètent de nombreux facteurs de l’inflammation comme des 
cytokines et des ROS. Dans ces conditions, les cellules de l’immunité systémique, comme les lymphocytes T (LT) 
et les macrophages, s’infiltrent dans le SNC (inspirée de Souza et al., 2016).  

a. La neuroinflammation chez les patients 

Les causes exactes déclenchant la neuroinflammation dans la SLA et la DFT ne sont aujourd’hui 

toujours pas élucidées. Les données actuelles permettent tout de même de savoir qu’à un stade avancé 

de la maladie, le LCR des patients FTD comme celui des patients SLA, montrent aussi des niveaux accrus 

de cytokines pro et anti-inflammatoires ainsi que de ROS (Chang et al., 2008; Simpson et al., 2004a; 
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Sjogren, 2004). Les cytokines peuvent aussi être sécrétées par les cellules immunitaires systémiques 

qui s’activent et se mobilisent vers les tissus endommagés afin de restaurer l’homéostasie. Les 

lymphocytes T, par exemple, sont connus pour s’infiltrer dans le SNC et contrôler la réponse microgliale 

(Liu and Wang, 2017). L'analyse des échantillons de LCR et de moelle épinière post-mortem des 

patients SLA a révélé une augmentation de l'activation microgliale et une perméabilisation des 

lymphocytes T. Toutefois, l’analyse des tissus des patients ne permet pas de comprendre tous les 

phénomènes de la neuroinflammation. En effet, l’examen post-mortem a généralement lieu à un stade 

final de la maladie, moment où la neuroinflammation est à son comble (Liu and Wang, 2017; McCauley 

and Baloh, 2019). Il n’est donc pas possible de déterminer à ce stade si la neuroinflammation est une 

conséquence de la mort des neurones ou au contraire, si elle engendre le processus de 

dégénérescence de ces cellules. 

Des études d’imagerie, comme la TEP, sur des cerveaux de patients SLA vivants montrent la présence 

d’une activation microgliale généralisée avec une corrélation significative entre l'intensité de 

l'activation microgliale dans le cortex moteur et la gravité des symptômes cliniques en lien avec les 

neurones moteurs corticaux. Toutefois, l’activation gliale n’est pas restreinte aux aires motrices (on 

note l’hyperactivation de l’hypothalamus et du cortex frontal par exemple) et même si elle s’aggrave 

avec la maladie, elle ne semble pas être un indicateur de l’évolution de la pathologie (Alshikho et al., 

2018; Corcia et al., 2012; Turner et al., 2004). Des études similaires montrent qu’il en est de même 

dans la DFT où l’activation des cellules gliales est observée dans plusieurs régions cérébrales affectées 

comme les régions corticales frontales et temporales, sous-corticales ainsi qu’au niveau du cortex 

préfrontal et de l’hippocampe (Cagnin et al., 2004). Cette activation gliale corrèle avec le niveau 

d’atrophie (Kersaitis et al., 2004; Schofield, 2003). Si l’activation gliale est marquée chez les patients 

DFT, d’autres études montrent également qu’en parallèle, les astrocytes de ces zones cérébrales 

dégénèrent en raison de l’activation de certains facteurs de l’apoptose notamment la caspase-3 

(Martin et al., 2001; Su et al., 2000). 

Ces données démontrent l’importance de l’activation des cellules gliales dans la physiopathologie de 

la SLA et la DFT. Toutefois, il est important de noter que chez les patients, l’efficacité des approches 

thérapeutiques employées pour réduire la neuroinflammation n’a jusqu’à aujourd’hui jamais été 

démontrée (Liu and Wang, 2017).  

b. La neuroinflammation dans les modèles murins SOD1 

De manière surprenante, il a été montré chez les patients DFT, que l’activation gliale est retrouvée à 

un stade précoce de la maladie (Schofield, 2003). Si ce phénomène n’a pas encore été démontré chez 
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les patients SLA, les études suggèrent que dans un premier temps, la neuroinflammation est une 

réaction protectrice du SNC, qui à long terme, devient un facteur aggravant de l’évolution de la 

maladie. Il est montré que pendant le stade précoce de la SLA, la microglie murine présente des 

marqueurs favorisant la réparation et la régénérescence des tissus (Appel, 2011). Elle jouerait donc au 

début un rôle neuroprotecteur en atténuant la pathologie. Mais au fur et à mesure que la maladie 

progresse, les MN qui dégénèrent, libèrent des signaux qui activent les cellules microgliales, qui elles-

mêmes libèrent des cytokines pro-inflammatoires et des ROS. Ces facteurs pourraient donc être à 

l’origine de la dégénérescence des MN aux alentours, car ils créent un environnement toxique pour 

ces cellules. Des études in vitro montrent que la microglie issue de souris SOD1G93A pré-

symptomatiques protège les MN de souris non-transgéniques (nTg) et les maintient vivants (Liao et al., 

2012). A l’inverse, lorsque la microglie provient de souris en stade terminal, elle devient toxique pour 

les MN non-transgéniques (nTg). Fait intéressant, l’ajout d’astrocytes nTg en présence de microglie 

issue de souris SOD1G93A, n’améliore la survie des MN qu’au stade précoce de la maladie. Chez les souris 

SOD1G93A, une activation microgliale dans la moelle épinière et le cerveau est présente dès un stade 

précoce de la maladie (Alexianu et al., 2001; Hall et al., 1998; Kriz et al., 2002). Cette activation 

microgliale engendre la production de cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-α et des ROS. Cette 

réaction est protectrice dans un premier temps puis devient toxique au cours de la progression de la 

maladie (Beers et al., 2011; Gargiulo et al., 2016; Henkel et al., 2009). 

La surexpression de la protéine SOD1 mutée spécifiquement dans les MN n’est pas suffisante pour 

provoquer des symptômes moteurs et une SLA (Lino et al., 2002; Pramatarova et al., 2001). Ces 

données suggèrent donc que les MN à eux seuls ne sont pas capables d’engendrer le processus de 

dégénérescence et que les cellules non neuronales, comme la glie, contribuent à la perte des MN. En 

effet, la surexpression conditionnelle de la protéine SOD1 mutée spécifiquement dans les cellules 

gliales provoque chez la souris, malgré des MN sains, des phénotypes semblables à ceux de la SLA. En 

2006, Boillée et collaborateurs ainsi que Beers et collaborateurs ont montré dans des modèles 

conditionnels de SLA, l’importance de la microglie dans l’apparition et l’évolution de la maladie. Boillée 

et collaborateurs, ont montré que les souris SOD1G37R qui n’expriment pas la protéine mutante SOD1 

dans la microglie et les macrophages, ont une survie plus longue (Boillee et al., 2006). Tandis que Beers 

et collaborateurs ont mis en évidence que le remplacement d’une microglie issue de souris SOD1G93A 

par une microglie nTg, retarde la dégénérescence des MN et prolonge la survie des animaux (Beers et 

al., 2006).  

Les astrocytes jouent également un rôle fondamental dans la mort des MN. Par des phénomènes 

encore inconnus, il est montré que les astrocytes exprimant la SOD1 mutée sont toxiques pour les MN. 
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Par exemple, une étude chez le rat montre que l’implantation d’astrocytes exprimant la protéine 

mutée SOD1 chez un rat nTg, induit une activation microgliale et une dégénérescence des MN de la 

moelle épinière (Papadeas et al., 2011). A l’inverse, supprimer l’expression de la protéine mutée SOD1 

uniquement dans les astrocytes, permet de retarder l’activation microgliale et de ralentir la 

progression de la maladie (Wang et al., 2011; Yamanaka et al., 2008). Il en est de même dans le cas 

d’une transplantation d’astrocytes sains chez les rats SOD1G93A (Lepore et al., 2008). Même si les 

mécanismes contribuant au dysfonctionnement des astrocytes ne sont pas compris, des hypothèses 

suggèrent que c’est la recapture de l’excès du glutamate par les astrocytes qui est défectueuse et qui 

provoque la dégénérescence des MN (Liu and Wang, 2017). En effet, à la suite de l’identification d’une 

augmentation des niveaux de glutamate dans le LCR des patients SLA, des études du déficit de 

transport du glutamate chez les patents SLA ont été menées. Ainsi, la diminution de la recapture du 

glutamate due à la sous-expression des transporteurs astrocytaires EEAT2 (transporteurs d’acide 

aminés excitateurs) a été mise en évidence (Bristol and Rothstein, 1996; Howland et al., 2002). La 

diminution de ce transporteur induit une augmentation de la concentration synaptique du glutamate 

et une surstimulation des récepteurs post-synaptiques du glutamate, contribuant à l'excitotoxicité et 

la dégénérescence neuronale (Lin et al., 1998; Souza et al., 2016; Sunico et al., 2011). Chez la souris 

SOD1G93A, la surexpression de EEAT2 retarde la dégénérescence des MN et la progression de la maladie 

(Guo, 2003). Ces données mettent en évidence la contribution des astrocytes dans la mort des MN et 

la physiopathologie de la SLA.  

c. La neuroinflammation dans les modèles murins de DFT  

Le rôle de la neuroinflammation dans la DFT est également étudié chez les modèles murins et 

nombreux de ces modèles tels que les modèles de mutation PRGN, MAPT ou encore CHMP2B 

montrent une neuroinflammation. Par exemple, les souris Pgrn KO montrent une astrogliose et une 

microgliose accrue au niveau de l’hippocampe, du cortex et du thalamus (Ghoshal et al., 2012; Yin et 

al., 2010). Toutefois, Filiano et collaborateurs ont montré en 2013 que, le développement de la gliose 

est dépendant du nombre d’allèle Pgrn. En effet, les souris Pgrn+/- développent une DFT sans gliose 

contrairement aux souris Pgrn-/- pour lesquelles l’astrogliose et la microgliose sont fortement 

marquées avec une augmentation des facteurs pro-inflammatoires. Ces données suggèrent que 

l’activation gliale et les facteurs inflammatoires sont indépendants de l’atteinte comportementale 

(Filiano et al., 2013). Il est cependant intéressant de noter que les patients DFT porteurs de mutation 

PGRN expriment un niveau de cytokines pro-inflammatoires circulantes très élevé (Bossù et al., 2011). 

En 2005, une étude montre que la surexpression, spécifiquement dans les astrocytes, de la protéine 

TAU mutée induit une dégénérescence des MN, une destruction de la barrière hématoencéphalique 

(BHE) et l’accumulation de la protéine TAU hyperphosphorylée-ubiquitinée dans les astrocytes 
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(Forman, 2005). Cette étude concorde avec une autre expérience menée en 2007 qui montre que les 

souris exprimant la protéine TAU humaine mutée développent une activation microgliale 

hippocampique (Yoshiyama et al., 2007). Enfin, le modèle murin CHMP2Bintron5 crée en 2012 par 

l’équipe d’Adrian Isaac, exprimant la protéine CHMP2B mutée spécifiquement dans les neurones et la 

glie, montre qu’en plus de l’atteinte comportementale, les souris présentent une activation de la 

microglie et des astrocytes au niveau cortical et thalamique (Ghazi-Noori et al., 2012). 

Toutes ces données démontrent bien que l’activation des cellules gliales joue un rôle crucial dans la 

progression de la maladie, aussi bien dans la SLA que dans la DFT. Malgré la découverte de l’activation 

gliale dès les premiers stades de la maladie, il n’est aujourd’hui pas encore connu si cette activation 

est bénéfique ou délétère. Il se pourrait toutefois que l’activation prolongée de ces cellules soit nocive 

pour les MN et à l’origine de la mort neuronale.  

2.3. L’altération du processus autophagique et endosomal  

L’autophagie et l’endocytose sont des processus étroitement liés. L’endocytose est le mécanisme 

d’internalisation du matériel extracellulaire ou des protéines membranaires. Ce processus permet le 

recyclage du contenu des endosomes en l’apportant vers la membrane plasmique ou d’autres 

compartiments intracellulaires (appareil de Golgi, RE, etc.). Il permet également la dégradation de leur 

contenu via le processus autophagique (et plus précisément la macroautophagie), mécanisme 

physiologique de dégradation cellulaire. La macroautophagie est le processus d’autophagie le plus 

courant mais aussi le plus complexe puisqu’il fait intervenir de nombreux acteurs protéiques, 

notamment le système ESCRT lors du processus de dégradation des protéines membranaires. Cette 

forme d’autophagie passe par la formation d’autophagosomes, structures circulaires à double 

membrane également capable d’internaliser le matériel intracellulaire (via la formation de 

phagophore) pour le dégrader après fusion avec les lysosomes. Les lysosomes sont des organites 

cellulaires présents dans le cytosol, formés à partir de l’appareil de Golgi ou du RE, contenant des 

hydrolases acides capables de dégrader le contenu internalisé. Ainsi, l’autophagie joue un rôle 

fondamental dans la dégradation des agrégats protéiques dans les maladies neurodégénératives 

(Rusten and Simonsen, 2008). 

a. SLA-DFT et autophagie 

Chez les patients SLA et DFT, on retrouve de nombreuses inclusions protéiques dans les neurones 

contenant différentes protéines telles que SOD1, TDP-43, FUS, etc. Des études suggèrent que cette 

accumulation de protéines est la conséquence d’une altération du processus autophagique. Ces études 

soulignent également l’impact des anomalies génétiques en lien avec ces deux maladies dont un grand 
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nombre sont liées à ce processus. Par exemple, il a été montré que les patients et les souris SOD1G93A 

surexprimaient certaines protéines de l’autophagie notamment les protéines Beclin-1 et LC3-II (Li et 

al., 2008; Nguyen et al., 2019; Wei, 2014). D’autres études montrent que les protéines TDP-43 et FUS 

mutantes impactent également l’autophagie en réprimant l’expression de protéines nécessaires à son 

induction (Ling et al., 2013; Soo et al., 2015). Les mutations dans le gène PGRN semblent jouer un rôle 

important dans l’induction des gènes de l’autophagie. Chez les patients porteurs de mutation PGRN, 

une étude lipidomique a montré que la composition cérébrale en lipides est différente de celle des 

patients sains. La perte de PGRN entraîne également une accumulation de triglycérides dans les 

lysosomes des fibroblastes des patients. L’analyse transcriptomique des cerveaux des souris Pgrn KO 

a révélé des profils d'expression spécifiques dans les gènes en lien avec le métabolisme lysosomal et 

lipidique. De plus, une délétion en Pgrn modifie l'abondance et la morphologie des lysosomes dans les 

neurones de souris (Evers et al., 2017). Toutes ces données montrent l’implication génétique de PGRN 

dans le dysfonctionnement du processus lysosomal retrouvé chez les patients. Toutefois, ces études 

ne permettent pas de conclure si l’altération de l’autophagie participe directement à la pathogénicité 

de la SLA et la DFT, ou si elle est une conséquence des mutations retrouvées dans ces maladies. 

D’autre part, certaines maladies neurodégénératives sont également concernées par l’accumulation 

de lipides dans les lysosomes, notamment la maladie de Gaucher où le glucosylcéramide est retrouvé 

en très forte quantité dans les lysosomes des cellules des patients (voir « 3 » du chapitre B, PARTIE 2) 

(Dodge, 2017). Ces maladies sont caractérisées de « maladies à surcharge lysosomale ». La SLA n’est 

pas une maladie à surcharge lysosomale bien qu’une perturbation de l’homéostasie des sphingolipides 

soit retrouvée (Dodge, 2017; Dodge et al., 2015; Henriques et al., 2017, 2018). Il se peut donc que 

l’altération des processus d’autophagie ou d’endocytose participe à ces phénomènes.  

b. L’implication de CHMP2B dans l’autophagie 

Le système ESCRT est impliqué dans la dégradation des protéines membranaires via l’autophagie. 

Lorsque les récepteurs membranaires sont endocytés, les complexes ESCRT agissent en synergie pour 

permettre l’invagination de la membrane de l’endosome et former ainsi des corps multivésiculaires 

(CMV ou « endosomes tardifs »). Les CMV fusionnent ensuite avec les autophagosomes, qui eux-

mêmes fusionnent avec les lysosomes. Ce processus permet la dégradation du contenu des vésicules 

(figure 11) (Rusten and Simonsen, 2008). 

Le système ESCRT est composé de 4 complexes : ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II et ESCRT-III. La protéine 

CHMP2B appartient au complexe ESCRT-III. Des études in vitro ont démontré que la déplétion cellulaire 

du complexe ESCRT-III ou la surexpression de la protéine mutante CHMP2Bintron5, inhibent le processus 
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autophagique, entraînant la formation et l’accumulation d’agrégats protéiques ubiquitinés et une 

accumulation d’autophagosomes (Filimonenko et al., 2007; Urwin et al., 2010). D’autres études 

montrent également que la surexpression de CHMP2Bintron5 entraîne une accumulation d’endosomes 

tardifs (Skibinski et al., 2005) ainsi qu’un défaut de fusion des endosomes tardifs avec les lysosomes, 

ou de fusion de l’autophagosome avec le lysosome, provoquant une dégénérescence (Lee et al., 2007; 

Urwin et al., 2010). L’accumulation d’endosomes tardifs a également été retrouvée dans les neurones 

des patients CHMP2Bintron5 au niveau des cortex frontal, pariétal, occipital et temporal mais aussi au 

niveau de l’insula et de l’hippocampe (Urwin et al., 2010). Ces données montrent l’importance de 

CHMP2B dans le bon fonctionnement de l’autophagie. 

 

Figure 11 : Processus autophagique.  
(1) Les récepteurs membranaires voués à être dégradés par le processus d’autophagie sont endocytés. (2) Les 
complexes ESCRT permettent l’invagination de la membrane endosomale et la formation de corps 
multivésiculaires (CMV) (3). Les CMV fusionnent soit directement avec les lysosomes, soit avec les 
autophagosomes (4) puis les lysosomes pour dégrader les récepteurs précédemment internalisés (5). En 
parallèle, la formation et la croissance du phagophore permet de phagocyter les protéines 
malconformées/agrégées ubiquitinées (étiquettes rouges) présentes dans le cytoplasme (6). Les phagophores 
circularisés deviennent ensuite des autophagosomes (7). Les autophagosomes fusionnent soit avec un CMV (4), 
soit directement avec un lysosome (8). Le contenu lysosomal est ensuite dégradé via l’action des hydrolases 
acides contenues dans les lysosomes (inspirée de Rusten and Simonsen, 2008).  

3. Les modèles murins de SLA et de DFT  

Au cours des 30 dernières années, l’avènement de la génétique et ses nombreuses avancées ont 

permis la création de nombreux modèles animaux transgéniques. Majoritairement murins, ils 

permettent une meilleure compréhension de la physiopathologie de la SLA et de la DFT. Dans cette 
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sous-partie, je présenterai les deux modèles murins Sod1G86R et CHMP2Bintron5 qui sont, respectivement, 

des modèles de SLA et de SLA-DFT.  

Il est important de noter qu’il existe un grand nombre de modèles animaux utilisés pour comprendre 

la SLA et la DFT. Ces modèles vont de la drosophile aux rats, en passant par C. elegans et la souris. Ces 

modèles permettent ainsi d’étudier les nombreuses mutations retrouvées dans ces pathologies. Pour 

la SLA par exemple, il existe également de nombreux modèles représentatifs des mutations C9ORF72, 

TARDBP, FUS, etc. Toutefois, chaque modèle animal possède ses limites, et parfois, il ne reflète pas 

entièrement les mécanismes physiologiques de la maladie : on appelle cela des « modèles partiels » 

(Poindron et al., 2008). Afin qu’il soit au plus proche et représentatif de la maladie humaine, le modèle 

doit valider 3 conditions fondamentales qui sont : 

· L’isomorphisme : similarité des symptômes humains, 

· L’homologie : similitude étiologique (génétique, environnementale, etc.), 

· La prédictivité : efficacité pharmacologique identique, c’est-à-dire sensibilité aux médicaments 

connus pour améliorer l’état clinique des humains souffrant de la maladie. 

3.1. Les modèles murins SOD1 et CHMP2Bintron5 dans la SLA et la DFT 

a. Les principaux modèles murins SOD1  

De nombreux modèles SOD1 ont été créés afin de mieux caractériser les mutations retrouvées dans 

ce gène à l’origine d’un grand nombre de SLA. Ces modèles représentent à l’heure actuelle, les modèles 

de SLA les plus utilisés dans la recherche. En 1994, Gurney et collaborateurs créent le premier modèle 

murin transgénique SOD1 : le modèle SOD1G93A. Dans ce modèle, la surexpression de la protéine 

humaine mutée provoque des symptômes semblables à ceux retrouvés chez les patients SLA : atteintes 

des fonctions motrices, perte des MN spinaux, dénervation musculaire, inclusions protéiques SOD1 et 

mort de l’animal après paralysie progressive (Gurney et al., 1994). Dans ce modèle, le nombre de 

copies du transgène intégrées impacte la sévérité de la maladie et la durée de vie. On parle de SOD1G93A 

« low copy » (<5 et progression lente de la maladie) ou « high copy » (>30 et progression rapide) (Canto 

and Gurney, 1997; Dal Canto and Gurney, 1995). Bien qu’il ait longtemps été suggéré que les mutations 

retrouvées dans le gène SOD1 provoquaient une perte de fonction de la protéine, des études ont 

montré que la suppression totale du gène Sod1 chez la souris n’entraîne pas de dégénérescence des 

MN ni de déficit moteur (Reaume et al., 1996). De manière étonnante, la surexpression de la protéine 

SOD1 sauvage humaine ou l’élimination de la protéine SOD1 endogène chez les souris portant la 

mutation humaine SOD1G85R ne modifie pas l’évolution de la maladie (Bruijn, 1998).  
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Les souris porteuses de mutations SOD1G93A et SOD1G37R uniquement dans les neurones (grâce à des 

promoteurs neuronaux spécifiques), ne présentent pas ou peu de déficits moteurs (Lino et al., 2002; 

Pramatarova et al., 2001). Ce qui démontre que des acteurs cellulaires autres que les MN sont 

impliqués. La SLA n’est donc pas seulement une pathologie neuronale mais une maladie 

multifactorielle à l’origine pluricellulaire. 

b. Le modèle Sod1G86R 

Le modèle Sod1G86R utilisé dans notre laboratoire a vu le jour en 1995 (Ripps et al., 1995). Ripps et 

collaborateurs ont mis au point ce modèle qui est l’équivalent de la mutation SOD1G85R chez l’Homme. 

Ces souris portent un nombre élevé de copies du gène Sod1 murin muté introduit par recombinaison 

homologue, dont la protéine produite contient la substitution d’une Glycine par une Arginine en 

position 86. A l’inverse des autres modèles SOD1 (SOD1G93A et SOD1G37R) qui surexpriment la protéine 

mutante humaine et ont une forte activité enzymatique SOD1, le modèle Sod1G86R surexprime une 

protéine murine inactive d’un point de vue enzymatique. En effet, la mutation SOD1G85R retrouvée chez 

l’homme et la mutation Sod1G86R murine affectent le site catalytique de la SOD1 et lui font perdre ses 

capacités antioxydantes. 

D’un point de vue clinique, ce modèle possède une évolution rapide de la maladie puisqu’il est 

considéré comme asymptomatique aux alentours de 75 jours. Bien que les souris ne présentent aucun 

signe moteur visible à cet âge-là, des analyses du laboratoire suggèrent que la dénervation musculaire 

a déjà commencé, précédant l’atteinte des MN spinaux, et conduirait au démantèlement des jonctions 

neuromusculaires (JNM) bien que les fibres musculaires semblent intactes (Dupuis et al., 2000, 2002). 

Quelques jours avant les premiers phénotypes moteurs, les souris commencent à perdre également 

du poids : c’est un phénotype indicateur de la mise en place de la maladie. A 90 jours, la majorité des 

animaux présentent les premiers symptômes moteurs qui sont détectables par EMG : les muscles 

présentent un état de dénervation conséquent. A ce moment-là, les souris ne présentent pas encore 

de paralysie mais elles perdent rapidement en force musculaire. L’aggravation des symptômes 

moteurs se fait en quelques jours et entre 95 et 105 jours, les souris présentent une paralysie motrice 

prononcée et progressive qui conduit à leur mort vers l’âge de 110 jours. Au stade final de la maladie, 

l’analyse histopathologique de ces animaux montre une dégénérescence des MN de la corne ventrale 

de la moelle épinière, une amyotrophie, des dénervations neuromusculaires (Dupuis et al., 2004) mais 

également des inclusions avec des neurofilaments phosphorylés (Morrison et al., 1998). Enfin, comme 

les patients SLA, ce modèle présente une altération du métabolisme énergétique caractérisée par une 

intolérance au glucose et un hypermétabolisme (Dupuis et al., 2004; Palamiuc et al., 2015).  



57 
 

La plus grande partie de mes travaux de thèse a été menée sur ce modèle murin Sod1G86R. Ce modèle 

présente également des altérations du métabolisme des sphingolipides qui sont de lipides complexes. 

Leurs rôles seront mieux définis dans la PARTIE 2. Ainsi, mes travaux de thèse ont permis de mettre en 

évidence les effets bénéfiques d’une modulation des sphingolipides sur les phénotypes moteurs et la 

survie du modèle Sod1G86R grâce à la molécule d’ambroxol hydrochloride (chapitre A, « publication 2 » 

de la partie « RESULTATS »). 

c. Les modèles murins CHMP2Bintron5 

La protéine codée par le gène murin Chmp2b compte 213 acides aminés et présente 99% d’homologie 

avec la protéine humaine. A la différence du gène humain qui se trouve sur le chromosome 3, le gène 

Chmp2b de la souris se trouve sur le chromosome 16. Dans la littérature, il n’existe que quelques 

études in vivo portant sur la mutation M178V/L (appelée aussi CHMP2Bintron5). Il existe 4 modèles 

animaux porteurs de cette mutation : 1 modèle transgénique de drosophile (développé en 2009 par 

l’équipe du Dr Fen-Biao Gao) (Ahmad et al., 2009), et 3 modèles murins décrits ci-dessous.  

Le premier modèle murin CHMP2Bintron5 a été généré en 2012 par Ghazi-Noori et collaborateurs dans 

lequel les souris transgéniques expriment la protéine humaine mutée uniquement dans les neurones 

et la glie (Ghazi-Noori et al., 2012). Ces souris expriment, comme les patients porteurs de mutation 

CHMP2Bintron5, des inclusions protéiques P62 positives et TDP-43 négatives (Holm et al., 2007; Ling et 

al., 2013; Onyike and Diehl-Schmid, 2013). Cette équipe a ainsi montré que les souris CHMP2Bintron5 

expriment des phénotypes semblables à ceux des patients (réduction de la survie, inclusions 

neuronales, atrophies cérébrales, dénervation musculaire et troubles de la sociabilité). Cependant, ils 

ont également montré que la délétion totale du gène Chmp2B n’engendre pas de phénotype chez les 

souris Chmp2b-/-, qui vivent aussi longtemps que les souris contrôles. Il en est de même lors d’une 

surexpression de la protéine sauvage (Clayton et al., 2017; Ghazi-Noori et al., 2012). En 2015, Clayton 

et collaborateurs ont montré que leur modèle présente des altérations du processus endolysosomal 

(Clayton et al., 2015). Un autre modèle murin CHMP2Bintron5 a également été développé en 2014 par 

Gascon et collaborateurs. Dans ce modèle, les souris transgéniques qui expriment la mutation 

uniquement au niveau des neurones du cortex frontal, développent aussi des troubles du 

comportement social qui seraient dû à une altération du microARN-124, un microARN abondant dans 

le cerveau et important dans le développement neuronal (Gascon et al., 2014).  

Le dernier modèle murin CHMP2Bintron5 a été créé en 2016 par notre équipe (Vernay et al., 2016). Les 

souris transgéniques de ce modèle surexpriment la protéine mutante humaine CHMP2Bintron5. Le 

transgène humain portant la mutation M178L/V a été intégré dans le génome murin par 
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recombinaison hétérologue. Pour que la protéine CHMP2Bintron5 soit exprimée spécifiquement dans les 

neurones, le transgène a été placé sous le contrôle du promoteur Thy1.2 (promoteur spécifique des 

neurones). Les souris possèdent 6 copies par allèle soit 12 copies pour les souris homozygotes. Les 

souris transgéniques CHMP2Bintron5 développent des dénervations musculaires ainsi que des altérations 

comportementales : désinhibition, diminution de l’interaction sociale, stéréotypies. Ces dénervations 

musculaires entraînent une paralysie progressive aboutissant à la mort des animaux aux alentours de 

12 mois pour les souris homozygotes et de 24 mois pour les souris hétérozygotes. D’un point de vue 

physiopathologique, ces souris développent, comme les patients, une astrogliose (corticale et spinale) 

et des inclusions protéiques qui sont positives pour CHMP2B, P62 et l’ubiquitine, et qui sont négatives 

pour TDP-43, FUS et TAU. Les données internes du laboratoire ont montré que ces inclusions étaient 

majoritairement présentes dans la moelle épinière lombaire et le cortex frontal des animaux. Une 

étude transcriptomique du laboratoire a récemment mis en évidence que la moelle épinière de ces 

souris présentait des perturbations du métabolisme lipidique avant même l’apparition des premiers 

symptômes moteurs (Waegaert et al., 2020). Parmi ces gènes, certains sont impliqués dans le 

métabolisme des glycosphingolipides.  

Mes travaux de thèse ont consisté à évaluer les effets de l’AMB sur les phénotypes moteurs et cognitifs 

de ce modèle de SLA-DFT (chapitre C de la partie « RESULTATS »). 
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PARTIE 2 : L’implication des sphingolipides dans la SLA 

et dans le syndrome SLA-DFT 

A. Les sphingolipides, des composants majeurs du système nerveux 

central et périphérique 

1. Structure générale des sphingolipides et distribution tissulaire 

Le tissu nerveux est hautement spécialisé dans la transmission d'informations sur de courtes ou 

longues distances. Les lipides constituent environ 60% d’un cerveau humain et jouent un rôle actif 

dans la propagation des signaux électriques et chimiques dans le système nerveux (Tamiji and 

Crawford, 2010). Les sphingolipides appartiennent à une classe majeure de lipides complexes qui 

dérivent de la sphingosine. Ils ont été identifiés pour la première fois dans les années 1880 par un 

chimiste allemand, Johann Ludwig Wilhelm Thudichum, qui a isolé la sphingomyéline tout en étudiant 

la composition chimique du tissu nerveux (van Echten-Deckert and Herget, 2006). Les sphingolipides 

représentent près de 20% des lipides du système nerveux (Fasano et al., 2006).  

Bien qu'il existe diverses formes de sphingolipides, toutes sont caractérisées par l'inclusion d'un 

squelette de sphingosine. Selon la classe de sphingolipide, un certain nombre de groupes différents 

peuvent être ajoutés au squelette de la sphingosine (figure 12). Les sphingolipides les plus simples sont 

les céramides, qui sont constitués d’un squelette de sphingosine lié à une chaîne d'acide gras (AG). Les 

sous-classes de sphingolipides sont caractérisées par l'ajout de divers groupes au céramide. Lorsqu’un 

phospholipide (lipide associé à un acide phosphorique) se lie à un céramide, on appelle cette sous-

classe les sphingophospholipides. Notamment, les sphingomyélines (SM) résultent de l'ajout d’une 

phosphocholine au céramide. Parmi les sous-classes de sphingolipides, on distingue notamment les 

glycosphingolipides « GSLs » qui sont des céramides liés à un ose. L’addition d’acide(s) sialique(s) au 

LacCer permet la formation de GSLs « complexes » appelés les gangliosides. 
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Figure 12 : Classification simplifiée des sphingolipides.  
Les lipides complexes se divisent en de nombreuses catégories. Parmi ces catégories, on retrouve les 
phospholipides et les glycolipides. Selon la famille lipidique qui s’associe à un céramide, on obtient 
des phosphosphingolipides ou des glycosphingolipides. Parmi les glycosphingolipides, il y a les cérébrosides qui 
sont composés d’un céramide et d’un ou plusieurs oses. L’ajout d’un acide sialique sur un cérébroside le 
transforme en ganglioside. 

Lorsque l’ose qui s’ajoute à un cérébroside est un glucose, cela forme un glucosylcéramide (GlcCer). Si 

cet ose est un galactose cela forme un galactosylcéramide (GalCer). L’ajout d’un galactose au GlcCer 

permet la formation du lactosylcéramide (LacCer). Les cérébrosides regroupent les GlcCer, les GalCer 

et les LacCer. L’addition d’acide(s) sialique(s) au LacCer permet la formation de gangliosides. Parmi les 

premiers gangliosides synthétisés on retrouve GM3 et GD3. Leurs dérivés sont caractérisés par l’ajout 

d’oses tels que du N-acétylgalactosamine (GalNac) et du galactose (notamment GM1, GD1a, GD1b, 

GT1b…) (Figure 13). 
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Figure 13 : Vue générale de la synthèse des sphingolipides.  
Représentation simplifiée de la voie des sphingolipides. Abréviations : β-1,3-galactosyltransferase 4 (B3GALT4), 
β-1,4-Galactosyltransferase 6 (B4GALT6), ceramidase (CDase), ceramide kinase (CERK), ceramide synthase 
(CERS), galactosylceramide sulfotransferase (CST), Galactosylcéramidase (GALC), β-Glucocérébrosidase 1/2 
(GBA1/GBA2), sphingomyelin synthase (SMS), sphingomyelinase (SMase), sphingosine kinase (SK), sphingosine 
1-phosphate phosphatase (SPP), ST3 β-galactoside α-2,3-sialyltransferase 2/3 (ST3GAL2/ST3GAL3), 
Glucosylcéramide synthase UGCG, Céramide galactosyltransferase (UGT8) (inspirée de Olsen and Færgeman, 
2017).  

La distribution tissulaire des GSLs est assez variée. De nombreuses études ont montré que les 

sphingolipides se trouvent en fortes concentrations dans le système nerveux, particulièrement dans 

les membranes cellulaires, et que la distribution et la composition en sphingolipides diffèrent selon les 

régions et les types cellulaires du SNC. Dans le SNC, se forme plus généralement du GalCer et des 

gangliosides (Baumann and Pham-Dinh, 2001; Olsen and Færgeman, 2017). En effet, les neurones sont 

particulièrement enrichis en gangliosides, tandis que les oligodendrocytes et la myéline sont fortement 

enrichis en GalCer (Kracun et al., 1992). Le GalCer est aussi très exprimé dans les cellules de Schwann 

qui font partie du système nerveux périphérique (SNP) (Schaeren-Wiemers et al., 2002). Le cerveau 

contient une forte concentration de gangliosides qui, au cours du développement, varie selon la 

composition en gangliosides, pour passer des gangliosides simples aux gangliosides complexes. Ce 

changement de composition en gangliosides est partie intégrante des processus de neurogenèse, de 
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synaptogenèse et d’arborisation axonale (Wennekes et al., 2009; Yu et al., 2012). Les gangliosides sont 

également présents dans les fluides biologiques tels que le sang et le LCR. Dans les tissus non-

neuronaux, on retrouve plutôt du GlcCer et ses dérivés. 

2. Biosynthèse, transport et catabolisme 

La biosynthèse des sphingolipides débute au niveau du feuillet cytosolique du RE et progresse en 

passant par plusieurs structures subcellulaires. Le céramide est obtenu par la transformation de la 

sphinganine en dihydrocéramide par les enzymes « céramide synthase » (CERS) (figure 13).  Les CERS 

regroupent une grande famille d’enzymes du RE qui catalysent la synthèse des céramides. Chez les 

mammifères, on en distingue 6 et sont très exprimées dans les neurones du cerveau. Le 

dihydrocéramide est par la suite convertit en céramide par la céramidase (CDase) (D’Angelo et al., 

2013a).  

Le céramide est le précurseur clé de la synthèse d’un grand nombre de sphingolipides et de 

glycosphingolipides (figure 14). Une fois formé dans le RE, il peut être utilisé par la cellule, ou 

transporté vers l’appareil de Golgi. Au niveau du RE, une partie du céramide peut également être 

transformé en GalCer par l’enzyme céramide galactosyltransferase (UGT8) (figure 14 : 1). Son 

hydrolyse est effectuée par l’enzyme Galactosylcéramidase (GALC). Si le céramide est transporté vers 

l’appareil de Golgi, le mode de transport différera de deux façons : 

a) Le céramide peut être transporté par la protéine Ceramide Transfer Protein (CERT) au niveau 

de l’appareil trans-Golgi (figure 14 : 2), où il est ensuite converti en SM du côté luminal du RE 

grâce à l’ajout d’une phosphocholine par la sphingomyéline synthase 1 (SMS1) (figure 14 : 3).  

Il existe deux formes de sphingomyéline synthase : SMS1 et SMS2. SMS1 se trouve préférentiellement 

au niveau de l’appareil trans-Golgi tandis que SMS2 se trouve généralement sur la membrane 

plasmique (figure 14 : 4). On retrouve donc du céramide membranaire pouvant être également 

phosphorylé en céramide 1 phosphate (C1P) par la céramide kinase (CERK). Le C1P pouvant être aussi 

hydrolysé en céramide par la lipide-phosphate phosphatase (LPP) (figure 14 : 5). Toutefois, le céramide 

membranaire peut également être dégradé en sphingosine par une CDase (figure 14 : 6). Chez 

l’homme, on distingue 7 CDases. Ces CDases peuvent se localiser à la membrane plasmique, au niveau 

du RE ou de l’appareil de Golgi mais aussi dans les lysosomes. Elles assurent un « pool » de sphingosine 

aux différents endroits de la cellule. Les sphingosines peuvent ensuite être phosphorylées par la 

phosphatase kinase 1 (SK1), enzyme localisée au niveau de la membrane à l’inverse de la Sphingosine 

Kinase (SK2) localisée au niveau du RE (figure 14 : 7 et 7’). Son produit, la sphingosine 1 phosphate 
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(S1P), peut être hydrolysée par l’enzyme déphosphorylante S1P phosphatase (SPP) (Wennekes et al., 

2009). 

b) Le céramide peut également être transporté vers l’appareil cis-Golgi, par un processus encore 

aujourd’hui incompris, où il sera le précurseur d’un grand nombre de glycosphingolipides 

(figure 14 : 8).  

La formation des glycosphingolipides démarre ainsi au niveau du feuillet luminale du RE. Au niveau de 

l’appareil cis-Golgi, le céramide est converti en GlcCer par l’enzyme glucosylcéramide synthase (UGCG) 

qui lui ajoute un résidu de glucose (figure 14 : 9). A ce stade, le GlcCer peut être transporté vers le 

trans-Golgi selon deux mécanismes différents : par voie vésiculaire ou par la protéine de transport 

FAPP2 (four-phosphate adaptator protein 2) (figure 14 : 10) (D’Angelo et al., 2013b; Tracey et al., 

2018). Au niveau de l’appareil trans-Golgi, le GlcCer peut être transformé en différents GSLs 

(lactocylcéramide, gangliosides, etc.) qui peuvent rejoindre la membrane plasmique et les rafts 

lipidiques après transport vésiculaire (figure 14 : 11 et 13). S’il n’est pas transformé en GSLs au niveau 

du Golgi, le GlcCer peut être acheminé vers la membrane plasmique à travers la protéine de transport 

GLTP (Glycolipid transfer protein) (figure 14 : 12). A la membrane plasmique, le GlcCer intègre les rafts 

lipidiques où il peut être glycosylé plusieurs fois jusqu’à sa transformation en gangliosides (figure 14 : 

13). Il peut aussi être reconverti en céramide par l’enzyme GBA2 au niveau de la membrane (figure 

14 : 14) ou du RE (figure 14 : 15) (Wennekes et al., 2009).  

La dégradation des GSLs s’effectue dans les endosomes et les lysosomes formés par endocytose à 

partir de la membrane (figure 14 : 16). Les GSLs des endosomes sont recyclés vers d’autres 

compartiments subcellulaires (RE et appareil de Golgi) (figure 14 : 17). Tandis que les GSLs redirigés 

vers les lysosomes sont hydrolysés jusqu’en céramide puis en sphingosine (figure 14 : 18). Au niveau 

du lysosome, la dégradation du GlcCer en céramide s’effectue par l’enzyme GBA1 (figure 14 : 19).  
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Figure 14 : Métabolisme des sphingolipides.  
Le céramide synthétisé dans le RE peut être transformé en différents métabolites. (1) est la transformation du 
céramide en Galactosylcéramide (GalCer) au niveau du RE. (2) représente le transport du céramide par la 
protéine de transport « Ceramide Transfer Protein » (CERT), du RE jusqu’à l’appareil trans-Golgi, où il est 
transformé en sphingomyéline (3). Le céramide membranaire peut aussi être transformé en sphingomyéline (4), 
en céramide-1-phosphate (C1P) (5) ou encore en sphingosine (Sph) (6). A la membrane ou au niveau du RE, la 
Sph transformé en sphingosine-1-phosphate (S1P) (7 ; 7’). Au niveau du RE, le céramide peut aussi être 
transporté jusqu’à l’appareil cis-Golgi (8). (9) est la transformation du céramide en Glucosylcéramide (GlcCer) 
dans l’appareil cis-Golgi. (10) représente le transport du GlcCer par voie vésiculaire ou par la protéine de 
transport « four-phosphate adaptator protein 2 » (FAPP2) jusqu’à l’appareil trans-Golgi. FFAP2 peut également 
ramener le GlcCer vers le RE. Au niveau du trans-Golgi, le GlcCer peut être transformé en différents 
glycosphingolipides (GSLs) qui peuvent transporter vers la membrane plasmique par voie vésiculaire (11) et 
intégrer les rafts lipidiques (13). Le GlcCer transporté jusqu’à la membrane par la protéine « Glycolipid transfer 
protein » (GLTP) (12) pourra aussi être transformé en GSLs dans les rafts lipidiques (13) ou converti en céramide 
par l’enzyme GBA2 (14 et 15). Après endocytose (16), les GSLs peuvent être recyclés par voie endosomale (17) 
vers le RE ou l’appareil de Golgi, ou dégradés par voie lysosomale (18). La dégradation du GlcCer au niveau du 
lysosome s’effectue par GBA1 (19) (inspirée de Wennekes et al., 2009). 

· La voie du GlcCer, une voie clé dans le métabolisme des GSLs  

Le GlcCer occupe un rôle clé dans la biosynthèse des GSLs. En effet, de nombreuses pathologies du 

système nerveux comme la SLA, les ataxies cérébelleuses, la maladie de Gaucher ou encore de 

Parkinson, montrent l’implication de la voie du GlcCer dans leurs physiopathologies.  

La dégradation du GlcCer en céramide est réalisée par deux β-glucocérébrosidases (GCase) 

transmembranaires : GBA1 et GBA2. Ces deux enzymes ne présentent aucune homologie de séquence 

mais clivent toutes les deux la liaison glucose-sphingosine présente dans le GlcCer et les autres GSLs 

(Boot et al., 2007; Wennekes et al., 2009; Yildiz et al., 2006).  Elles partagent donc une même activité 

enzymatique mais présentent cependant des localisations cellulaires différentes. GBA1 est une GCase 

d’environ 60 kDa qui se localise au niveau du lysosome et qui a une activité enzymatique optimale à 
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pH acide (pH 4) (figure 14 : 19) (Körschen et al., 2013). Cette enzyme est abondante dans les 

macrophages, qui dégradent de grandes quantités de lipides par phagocytose. La perte de fonction de 

la protéine GBA1 est à l’origine d’une pathologie nommée la maladie de Gaucher, un trouble 

autosomique récessif résultant d’une mutation dans le gène GBA1. Dans cette maladie, l’absence de 

GBA1 provoque une accumulation de GlcCer dans les lysosomes des macrophages (Beutler and 

Gelbart, 1996; Dvir et al., 2003; Yildiz et al., 2006). Il est maintenant connu que les mutations dans le 

gène GBA1 sont un facteur de risque pour la maladie de Parkinson (Horowitz et al., 2016; Mullin et al., 

2019).  

La GCase GBA2 est une protéine de 105kDa qui intervient au niveau du RE et de l’appareil de Golgi, 

mais sa concentration est plus élevée au niveau de la membrane plasmique (figure 14 : 14 et 15). Son 

activité enzymatique est optimale à un pH plus proche du neutre (pH 6) (Körschen et al., 2013). Chez 

l’homme, GBA2 est une protéine ubiquitaire dont la quantité est fortement élevée dans le foie, le 

cerveau, le cœur, le muscle squelettique et les testicules (Matern et al., 2001; van Weely et al., 1993; 

Woeste and Wachten, 2017). Bien qu’on trouve que très peu de GBA2 dans les muscles des souris, 

cette protéine est proche à 87% de celle de l’homme. C’est pourquoi une perte de fonction de GBA2 

résulte en une accumulation de GlcCer particulièrement dans ces organes et engendre des défauts de 

la spermatogénèse chez la souris (Walden et al., 2007; Yildiz et al., 2006). Les mutations dans le gène 

GBA2 sont également associées à certaines pathologies neurologiques touchant la locomotion 

(Paraplégie spastique héréditaire (PSH), ataxie spastique et l’ataxie cérébelleuse autosomique 

récessive (ARCA)) (Citterio et al., 2014; Martin et al., 2013; Sultana et al., 2015; Votsi et al., 2014; 

Woeste and Wachten, 2017).  

Peu connue, il existe une troisième enzyme GBA (d’environ 50 kDa) qui est cytosolique : GBA3 aussi 

nommée KLrP (Klotho-related protein). Son rôle n’est pas encore totalement élucidé mais cette 

enzyme semblerait pouvoir dégrader de nombreux substrats (notamment le GlcCer, le GalCer et le 

LacCer) (Hayashi and Ito, 2016). On la retrouve en particulier dans le cytosol des cellules du foie, des 

reins, et de l’intestin (Dekker et al., 2011). Enfin, il faut noter qu’il existe également une quatrième 

GCase dans l’intestin, au niveau des microvillosités intestinales. Située à la membrane plasmique de 

ces cellules intestinales, l’enzyme LPH (β-lactasephlorizin hydrolase, 300 kDa) hydrolyse le GlcCer. 

Cette enzyme jouerait un rôle dans la digestion des GSLs issus de l’alimentation (Vesper et al., 1999).  

3. Les sphingolipides dans les fonctions cellulaires du système nerveux 

Les sphingolipides sont des molécules bioactives qui jouent un rôle fondamental dans le système 

nerveux. Dans cette sous-partie, je présenterai tout d’abord la fonction des sphingolipides dans les 
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membranes des neurones, où ils interviennent en tant que modulateurs des voies de signalisations. 

Ensuite, je m’intéresserai à leur rôle dans le développement et le maintien du système nerveux. En 

effet, du développement embryonnaire jusqu’à la mort, les sphingolipides interviennent dans la 

maturation neuronale, la plasticité axonale mais aussi dans les processus de myélinisation et de 

transmission du signal nerveux. Un déséquilibre de l’homéostasie des sphingolipides entraîne 

généralement de graves pathologies du système nerveux. Enfin, je montrerai que certains de ces 

sphingolipides, les gangliosides, présentent aussi la particularité d’être neuroprotecteur en 

interagissant avec les facteurs neurotrophiques (Ledeen and Wu, 2018).  

3.1. Localisation et fonction dans les membranes cellulaires du système nerveux 

La famille des sphingolipides regroupe des dizaines de molécules distinctes, qui sont des composants 

de la membrane cellulaire où ils agissent comme modulateurs des voies de signalisation. Au sein de la 

membrane plasmique, il existe des microrégions enrichies en phospholipides, cholestérol et 

sphingolipides (notamment en SM et GSLs), appelées « rafts lipidiques ». Les rafts lipidiques sont des 

sites d'ancrage de nombreuses protéines membranaires. La composition en cholestérol et en 

sphingolipides dans ces micro-domaines confère une structure rigide aux bicouches membranaires et 

favorise ainsi la forte concentration en protéines. Les protéines qui s'intègrent à ces rafts sont 

impliquées dans une multitude de processus, allant des voies d’endocytose jusqu’à la transduction du 

signal, l'adhésion cellulaire et le réarrangement du cytosquelette (Allen et al., 2007; Posse de Chaves 

and Sipione, 2010; Prinetti et al., 2009). Les rafts lipidiques jouent également de nombreux rôles dans 

les processus neuronaux. Des hypothèses suggèrent que les rafts lipidiques seraient impliqués dans 

l’organisation spatiale des molécules de signalisation. Ils rassembleraient ainsi les récepteurs des 

neurotransmetteurs (ionotropes ou couplés aux protéines G) afin de favoriser la transduction du signal 

(Allen et al., 2007). Certains sphingolipides sont connus pour interagir avec les récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPGs). C’est par exemple le cas du C1P, de la S1P, de la SM mais aussi de GM1 qui sont 

des ligands connus des RCPGs présents dans les rafts lipidiques (Hannun and Obeid, 2018; Kiyokawa 

et al., 2005; Ledeen and Wu, 2018). Il est également connu que les gangliosides peuvent agir comme 

récepteurs d'agents pathogènes et des toxines (Fishman, 1982; Schnaar et al., 2014; Yowler et al., 

2002).  

Dans la gaine de myéline, les gangliosides participent directement aux fonctions du système nerveux 

en facilitant la transmission de l’influx nerveux. Au niveau des rafts lipidiques des cellules musculaires, 

ils participent au regroupement des récepteurs à l’acétylcholine, à la maturation et à la stabilité de la 

JNM (Campagna and Fallon, 2006; Marchand et al., 2002; Stetzkowski-Marden et al., 2006). Fortement 

concentré dans le cerveau, les gangliosides jouent également un rôle crucial dans le maintien de 
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l'intégrité du tissu nerveux. Ils sont essentiels à la stabilisation de l'architecture des rafts lipidiques, 

notamment en stabilisant les glycoprotéines MAG (myelin-associated glycoprotein) entre l'axone et la 

gaine de myéline. En effet, les gangliosides complexes GD1a et GT1b interagissent avec MAG pour 

stabiliser la myéline. Il en est de même pour le GalCer et le Sulfatide, situés à l’opposé l’un de l’autre, 

qui interagissent ensemble pour assurer une stabilité à long terme de la myéline (figure 15) (Lopez and 

Schnaar, 2009; Olsen and Færgeman, 2017; Pan et al., 2005; Schnaar, 2010). Les souris dépourvues des 

enzymes GM3 et GM2 synthase, qui sont des enzymes de synthèse des gangliosides, ne possèdent pas 

de gangliosides cérébraux et présentent de graves perturbations dans les interactions axone-myéline 

(Yamashita et al., 2005). Toutefois, la SM et le GalCer restent les composants principaux des gaines de 

myéline. Ils stabilisent la myéline et participent aussi directement à la transduction du signal (van Meer 

et al., 2008).  

 

Figure 15 : Stabilisation de la gaine de myéline par les sphingolipides.  
Les sphingolipides sont essentiels à la bonne stabilisation des gaines de myéline. (1) Au niveau des rafts lipidiques, 
le GalCer (en rouge) stabilise les glycoprotéines MAG (en violet). Les glycoprotéines MAG peuvent ainsi interagir 
avec les gangliosides complexe GD1a et GT1b (en vert) et assurer la liaison « myéline-axone ». (2) La stabilisation 
de la myéline à long terme passe par l’interaction du GalCer avec le sulfatide (inspirée de Olsen and Færgeman, 
2017). 

Bien que l’on trouve des gangliosides dans les membranes de toutes les cellules, ils restent les 

composants majeurs des membranes neuronales. Dans les membranes neuronales, les gangliosides 

peuvent représenter jusqu’à 12% de la teneur totale en lipides (Posse de Chaves and Sipione, 2010). 

Le système nerveux mature requiert des gangliosides complexes, tels que GM1, au niveau des rafts 

lipidiques mais aussi au niveau des synapses neuronales. GM1 est ancré dans la membrane plasmique, 

et sa partie glycosylée se positionne dans l’environnement extracellulaire, où celle-ci pourra interagir 
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avec des récepteurs membranaires, tels que le récepteur du BDNF ou NGF (Duchemin et al., 2002; 

Pitto et al., 1998; Rabin and Mocchetti, 1995). GM1 est également localisé au niveau de l’enveloppe 

nucléaire et interagit avec l’échangeur sodium-calcium ou avec des histones afin de réguler 

l’expression de gènes durant le développement neuronal (Tsai and Boxer, 2016; Wu et al., 2009). 

Enfin, il est montré que les sphingolipides peuvent également intervenir au niveau des vésicules de 

transport. En outre, à pH neutre, la sphingomyélinase (SMase) participerait à la formation et la 

sécrétion des vésicules d’exosomes qui est un processus crucial dans la communication cellulaire 

tandis que la SK interviendrait dans les processus de régulation des endosomes (Hannun and Obeid, 

2018). Toutes ces données montrent que les sphingolipides sont capables d’agir sur l’organisation des 

membranes et de leur dynamique.  

3.2. Développement, maturation et maintien du système nerveux 

a. Les gangliosides dans le développement et la croissance du système nerveux 

Nous avons vu que les gangliosides jouent un rôle majeur dans la modulation des protéines 

membranaires, la régulation des récepteurs, l'adhésion cellule-cellule et la transmission synaptique. 

Toutefois, ils sont également essentiels au développement du système nerveux, à la croissance axonale 

et la différenciation neuronale (Yu et al., 2009, 2012). Les proportions de gangliosides ne sont pas les 

mêmes tout au long de la vie. Tandis que certains gangliosides participent au développement 

embryonnaire, d’autres gangliosides maintiennent les fonctions du SNC et du SNP à l’âge adulte (figure 

16) (Kracun et al., 1992; Olsen and Færgeman, 2017; Segler-Stahl et al., 1983). Au cours du 

développement, la teneur en gangliosides augmente dans le cerveau où ils assurent, dès les premiers 

stades embryonnaires, la formation du tube neural ainsi que la prolifération et la différenciation des 

cellules souches neuronales. Ainsi, GM3 et GD3 font partie des premiers gangliosides synthétisés dans 

le cerveau à un stade embryonnaire qui participent à ces processus de développement (Olsen and 

Færgeman, 2017; Yu et al., 1988). Lors de la différenciation neuronale, le précurseur GM3 cède alors 

sa place à des gangliosides plus complexes, tels que GM1, GD1a, GD1b et GT1b. Ces quatre gangliosides 

complexes sont étroitement liés aux étapes cruciales de la synaptogenèse, de l'axonogenèse et des 

différents processus de myélinisation jusqu'à l'âge adulte (Palmano et al., 2015). Notamment, chez 

l’homme, les niveaux de GD1a retrouvés au cours de la grossesse (entre les 16ème et 30ème 

semaines), coïncident avec la synaptogénèse corticale. Il est aussi montré que GM1 peut également 

stimuler la réparation neuronale dans les modèles animaux de neuro-traumatismes 

(Hadjiconstantinou and Neff, 1998a, 1998b). GD3 et son enzyme de synthèse, la GD3 synthase, sont 

également impliqués dans la croissance axonale et dans la myélinisation. Une carence en GD3 ou en 

GD3 synthase, retarde considérablement les processus de croissance de l’axone et de sa myélinisation 
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(Ribeiro-Resende et al., 2014; Wang et al., 2014). Après l’âge de 5 ans, la proportion de GM1 et GD1a 

diminue, tandis que les niveaux de GM3, GT1b et GD1b augmentent vers l’âge adulte (Olsen and 

Færgeman, 2017). Lors des processus de myélinisation, d’autres sphingolipides sont alors synthétisés 

comme la SM, le GalCer et le sulfatide, qui sont les composants majeurs de la gaine de myéline. Tous 

ces changements d'expression des gangliosides, qui sont dépendants de l’âge, sont donc cruciaux au 

bon développement du système nerveux.  

 

Figure 16 : Expression des gangliosides dans le système nerveux au cours du développement.  
Durant le développement la composition en gangliosides change. Les premières espèces de gangliosides 
produites lors de la formation du tube neural sont GD3 et GM3, qui sont des gangliosides dits « simples ».  Ces 
derniers sont présents pendant la phase de prolifération des cellules souches neurales (CSN) et leurs expressions 
diminuent au cours de la différenciation neuronale. Puis des espèces plus complexes telles que GD1a, GM1, GD1b 
et GT1b, nécessaires à la différenciation neuronale, sont synthétisées. GD3 et son enzyme de synthèse GDA3 
synthase sont également impliqué dans la prolifération axonale et les processus de myélinisation. A l’âge adulte, 
les niveaux de GM3 réaugmentent, les niveaux de GD1a et GM1 diminuent tandis que les niveaux de GD1b et 
GT1b continuent d’augmenter. Le GalCer, la SM et le sulfatide sont synthétisés durant la synaptogénèse. Leur 
synthèse est maintenue jusqu’à l’âge adulte (inspirée de Olsen and Færgeman, 2017; Yu et al., 2009).  

b. Implication des glycosphingolipides dans la différenciation neuronale et la 

croissance axonale 

Même si les structures cérébrales sont enrichies en gangliosides, ils ne sont pas les seuls sphingolipides 

à avoir de l’importance pour le système nerveux (figure 17). Au cours du développement comme tout 

au long de la vie, les glycosphingolipides permettent la mise en place des processus de prolifération et 

de maturation des neurones ainsi que ceux impliqués dans la pousse axonale (Aureli et al., 2011, 2014; 

Olsen and Færgeman, 2017).  
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Par exemple, lors de la différenciation neuronale, l'expression de GBA2 augmente (Aureli et al., 2012). 

Pourtant, il est aussi montré que l’inhibition de la dégradation du GlcCer, lors de la phase de 

prolifération axonale, stimule la croissance axonale et dendritique (Olsen and Færgeman, 2017). La 

croissance axonale est un processus important dans la formation du réseau neuronal à travers 

l’organisme. De nombreux glycosphingolipides sont essentiels à la croissance axonale. La présence de 

enzymes CERS et UGCG, s’est révélée être aussi une condition préalable à la croissance des axones et 

des dendrites. En effet, l’inhibition de l’activité de CERS dans des neurones murins en culture, conduit 

à une réduction critique des niveaux de céramide, de la SM et des GSLs en général. De cette inhibition 

résulte également une altération de la croissance neuritiques et des ramifications (Furuya et al., 1995; 

Harel and Futerman, 1993; Schwarz et al., 1995). Chez la souris, la délétion en UGCG provoque 

dégénérescence axonale et une démyélinisation des nerfs périphériques provoquant la mort des 

animaux (Jennemann et al., 2005). Ces études montrent donc l’importance de la synthèse et de la 

dégradation du céramide et du GlcCer dans tous ces processus. En effet, le céramide semble également 

assurer le bon développement de l’hippocampe car l’accumulation de céramide dans l'hippocampe 

résulte en une diminution de la prolifération et de la maturation neuronale. Une autre étude montre 

que l’utilisation d’antidépresseur permettrait de réduire la concentration en céramide dans 

l’hippocampe tout en favorisant la prolifération neuronale (Gulbins et al., 2013). Enfin, Neu3 (enzyme 

de dégradation du GM3 en LacCer) est impliqué dans la croissance axonale et sa surexpression 

permettrait la polarisation des axones (Da Silva et al., 2005). 

 

Figure 17 : Implication des glycosphingolipides dans la différenciation neuronale et la croissance axonale.  
La prolifération et la différenciation neuronale ainsi que la pousse et arborisation axonale/dendritique implique 
l’expression de certains glycosphingolipides et de leurs enzymes de synthèse et de dégradation. L’augmentation 
des niveaux de GBA2, l’enzyme de dégradation du GlcCer en céramide, est importante pour la différenciation 
neuronale. Lors de la croissance axonale et dendritique, la synthèse du céramide et du GlcCer par les enzymes 
CERS et UGCG est également essentielles. Neu3 serait également impliqué dans le processus de croissance 
axonale et dendritique. La surexpression de Neu3 permettrait la polarisation des neurones.   

Toutes ces données suggèrent que l’implication des sphingolipides dans les processus de prolifération 

et de différenciation neuronale pourrait directement être liée à leurs interactions avec les récepteurs 
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membranaires. En effet certains sphingolipides, comme GM1, interagissent directement avec des 

récepteurs impliqués dans les processus de neuroprotection.     

c. GM1 et neuroprotection 

Les facteurs neurotrophiques forment un groupe de protéines responsables de la croissance et de la 

survie des neurones. Ils sont exprimés lors du développement mais ils permettent également 

l'entretien des neurones matures. On retrouve parmi les facteurs neurotrophiques plusieurs grandes 

familles : les neurotrophines, la famille des ligands GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), 

les Ephrines, la famille CNTF (ciliary neurotrophic factor) ainsi que d’autres familles de facteurs tels 

que celles des facteurs neurotrophiques épidermiques (EGF), des facteurs de croissance analogue à 

l’insuline (IGF-1), etc. (Henriques et al., 2010). Du fait de leur implication dans le développement, la 

survie et les fonctions des neurones, mais également de leur interaction avec le ganglioside GM1, nous 

nous intéresserons exclusivement dans cette sous-partie à la famille des neurotrophines. On 

retrouve dans cette catégorie : le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), le « nerve growth 

factor » (NGF), la neurotrophine 3 (NT3) et la neurotrophine 4 (NT4). Ces facteurs interagissent avec 

des récepteurs communs tels que les récepteurs Tropomyosine Kinase TrkA, TrkB, TrkC et le récepteur 

de régulation des neurotrophines p75NTR (p75 neurotrophin receptor). Toutefois, les récepteurs TrkA 

sont connus pour interagir avec le facteur NGF, tandis que les récepteurs TrkB interagissent avec les 

facteurs BDNF et NT4. Les TrkC interagissent plutôt avec les facteurs NT3 (figure 18). 

L’interaction de GM1 avec les neurotrophines est connue depuis déjà de nombreuses années. GM1, 

ancré dans la membrane cellulaire par sa partie « céramide », possède 5 sucres exposés au niveau de 

l’environnement extracellulaire. Cela rend possible son interaction avec des récepteurs aux facteurs 

de croissance. Avant de mettre en évidence l’interaction directe de GM1 avec les récepteurs 

tropomyosine kinase, la communauté scientifique avait déjà appuyé le fait que GM1 potentialisait 

l’effet neurotrophique du facteur NGF in vivo (Duchemin et al., 2002). Plus précisément, les premières 

études ont montré que GM1 favorisait la croissance des neurites dans les lignées de neuroblastomes 

murins (Byrne et al., 1983; Ferreira et al., 1990; Olsen and Færgeman, 2017; Roisen et al., 1981). C’est 

dans les années 1990 que les équipes scientifiques ont commencé à mettre en évidence l’interaction 

directe entre GM1 avec le récepteur TrkA, et la capacité du GM1 à augmenter l’activation de TrkA 

induite par le NGF (Mutoh et al., 1995; Rabin and Mocchetti, 1995). Ainsi, il a été montré que le facteur 

NGF active la voie Ras/Raf/MEK/Erk par sa liaison au récepteur TrkA, ce qui induit l'extension des 

neurites (Olsen and Færgeman, 2017). Fait intéressant, les cellules déficientes en GM1 en raison d’une 

mutation dans le gène de l’enzyme GM1 synthase (B3GALT4), ne sont plus capables d’exprimer le 

récepteur TrkA. Ce défaut peut néanmoins être corrigé par transfection de GM1 synthase (Mutoh et 
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al., 2002). Moins de 10 ans plus tard, d’autres équipes montraient que les quantités de GM1 

membranaires peuvent directement moduler l’activité de TrkB et de TrkA, et indirectement les 

cascades de signalisations associées (Fukumoto et al., 2000; Furukawa et al., 2014; Pitto et al., 1998), 

que GM1 phosphoryle et active les récepteurs tropomyosine kinase (Trk A, B et C) (Duchemin et al., 

2002), et que, sans se lier directement à TrkC, GM1 peut participer à l’autophosphorylation du 

récepteur (Rabin et al., 2002). Une autre étude suggère GM1 limite l’excitotoxicité à travers l’activation 

du récepteur TrkB (Bachis et al., 2002). Toutefois, des études suggèrent que d’autres sphingolipides, 

notamment l’enzyme Neu3, sont potentiellement aussi impliquées dans la pousse et la polarisation 

axonale via l’activation des récepteurs TrkA (Da Silva et al., 2005).  

Toutes ces données montrent un lien étroit entre l’activation des récepteurs Trk et GM1. Etant donné 

le rôle des neurotrophines dans la survie et les fonctions des neurones, l’implication du ganglioside 

complexe GM1 dans la mort neuronale mérite d’être approfondie. Car au-delà de son rôle dans le 

développement, il se pourrait que GM1 soit un acteur direct de la neuroprotection.  

 

Figure 18 : Effets de l’interaction des gangliosides GM1 avec les récepteurs Trk.  
Les gangliosides GM1 peuvent directement (TrkA/TrkB) ou indirectement (TrkC) interagir avec les récepteurs 
tropomyosine kinase (Trk). La finalité de ces interactions donne lieu à différents processus essentiels à la bonne 
croissance des axones mais aussi à la prolifération et à la survie des neurones. 

B. Les sphingolipides dans les maladies du système nerveux 

De nos jours, plus de 30 millions de personnes sont touchées par les maladies neurodégénératives 

dans le monde. De plus en plus de preuves suggèrent que les sphingolipides jouent un rôle crucial dans 

les maladies neurodégénératives ainsi que dans certaines pathologies caractérisées par l’accumulation 

de sphingolipides (Schmitt et al., 2014). Parmi ces maladies, on retrouve notamment la SLA et la 
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maladie de Gaucher mais aussi des pathologies qui peuvent être associées à des démences comme le 

syndrome SLA-DFT ou encore la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson qui sont deux 

synucléinopathies.  

1. Les changements du métabolisme des sphingolipides dans la SLA 

Depuis quelques années, de nombreuses études suggèrent que la SLA n’est pas seulement une maladie 

du MN. En effet, le métabolisme des lipides dans la SLA est un domaine de recherche en plein essor. 

Ce champ de recherche fait l’objet d’intenses recherches précliniques et cliniques. Les changements 

du métabolisme lipidique se répercutent sur la gestion des réserves énergétiques ainsi que sur un vaste 

panel de fonctions cellulaires telles que la maturation neuronale, la transmission du signal nerveux, ou 

encore la fonction lysosomale. Les études montrent que le métabolisme énergétique est directement 

lié à l’espérance de vie des patients SLA. Notamment l’hypermétabolisme et la dyslipidémie qui sont 

des troubles métaboliques cliniquement associés à la sévérité des symptômes. En effet, tandis que 

l’hypermétabolisme semble plutôt délétère, l’hyperlipidémie semble être un facteur protecteur chez 

les patients (Dupuis et al., 2008; Jésus et al., 2018). Il est montré qu’un régime alimentaire 

supplémenté en lipides permet de ralentir la progression de la maladie chez les patients SLA (Dorst et 

al., 2013; Ludolph et al., 2020). Malheureusement, le domaine de la SLA manque de biomarqueurs qui 

pourraient être nécessaire à un diagnostic plus précoce de la maladie. Il existe toutefois deux études 

récentes qui montrent que les patients SLA présentent un profil métabolique spécifique capable de 

renseigner sur l’évolution de la maladie. En effet, la SM et les triglycérides à longue chaines 

sembleraient être corrélés à la progression de la SLA (Blasco et al., 2017, 2018). D’autres récentes 

études sur la physiopathologie de la SLA ouvrent également la perspective d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques. Le métabolisme des sphingolipides constitue une de ces cibles thérapeutiques, 

et plus particulièrement les glycosphingolipides, qui semblent notamment être des modulateurs de 

l’évolution de la SLA (Cutler et al., 2002). En 2015, l’étude de Dodge et collaborateurs, a mis en 

évidence que la moelle épinière des patients SLA présentent des augmentations de certains 

métabolites des glycosphingolipides (tels que le GlcCer, céramide, galactosylcéramide, 

lactosylcéramide, GM3 et GM1) ainsi que des augmentations des niveaux des enzymes associées et de 

leurs activités enzymatiques (GBA1, GBA2, hexosaminidase (Hex), galactosylceramidase, α et β-

galactosidase). Et fait intéressant, l’inhibition de la synthèse de GlcCer accélère considérablement la 

progression de la pathologie dans le modèle murin SLA SOD1G93A, tandis que l’injection de GM3 dans 

le cerveau des animaux permet de ralentir le développement de la maladie (Dodge et al., 2015).  
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Les travaux du laboratoire montrent également une augmentation des niveaux de GlcCer et de GM1 

dans le LCR des patients SLA (Henriques et al., 2017). Les études transcriptomiques sur des biopsies 

musculaires de patients SLA ont mis en évidence une augmentation significative de l’expression du 

gène UGCG, codant pour l’enzyme du métabolisme des sphingolipides qui synthétise le GlcCer. Tout 

comme les patients SLA, les modèles murins SLA SOD présentent des accumulations de GSLs. Une 

analyse lipidomique a montré un réarrangement complet des principales classes de lipides, incluant 

les sphingolipides GlcCer et les céramides, dans les muscles et les moelles épinières des souris Sod1G86R 

et cela bien avant le début de la maladie. Dans les muscles de ces souris, les niveaux de GM3 et de 

GM2 étaient également augmentés. Par ailleurs, chez les souris nTg ayant subies une axotomie on 

retrouve aussi des augmentations de GM3/GM2, ce qui suggère qu’elles sont une conséquence de la 

dénervation. De plus, l‘inhibition de la synthèse du GlcCer par l’administration d’un inhibiteur de 

l’UGCG (l’AMP-DMN) retarde significativement la récupération fonctionnelle après une lésion du nerf 

sciatique (Henriques et al., 2015a). A l’inverse, une inhibition de la dégradation du GlcCer par 

l’administration de Conduritol B Epoxyde (CBE), un inhibiteur irréversible de GBA1 et GBA2, améliore 

la récupération fonctionnelle dans un modèle de régénérescence du nerf sciatique tout en ralentissant 

la progression de la maladie chez les souris Sod1G86R (Henriques et al., 2017). En 2018, nous avons 

combiné une étude transcriptomique avec une étude lipidomique et nous avons mis en évidence une 

forte dérégulation du métabolisme des sphingolipides dans la moelle épinière de souris Sod1G86R à un 

âge symptomatique (Henriques et al., 2018). Toutes ces données suggèrent que le GlcCer joue un rôle 

clé dans la physiopathologie de la SLA et qu’il serait fortement impliqué dans la récupération de l’axe 

neuromusculaire. 

Cependant, même si le CBE est un très bon outil pharmacologique, son profil pharmacologique n’est 

pas compatible avec une utilisation à finalité thérapeutique. En effet, à forte dose (100mg/kg/d), le 

CBE induit une toxicité neuronale et peut être utilisé pour inhiber GBA1 et générer un modèle murin 

chimique de la maladie de Gaucher (Kanfer et al., 1975; Vardi et al., 2016). C’est pour cela, que le 

laboratoire s’est penché sur l’utilisation d’un autre agent pharmacologique : l’ambroxol hydrochloride. 

Dans le chapitre C, la molécule d’ambroxol sera plus précisément décrite. La partie « RESULTATS » 

présentera également un résumé de la publication de nos données sur la molécule dans le modèle 

Sod1G86R, suivie du manuscrit Bouscary et collaborateurs (2019) publié dans le journal « Frontiers in 

Pharmacology » (Bouscary et al., 2019).  
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2. Les sphingolipides : une voie lipidique potentiellement impliquée 

dans le syndrome SLA-DFT 

Parmi la littérature, il n’existe que peu de publications relatant un lien entre les lipides et le syndrome 

SLA-DFT. Le lien entre les sphingolipides et cette pathologie est donc d’autant moins connu. 

Néanmoins, quelques études ont montré que les mutations génétiques impliquées dans la DFT 

peuvent aussi causer des dysfonctionnements dans les voies des sphingolipides. Par exemple, les 

mutations dans le gène de la protéine VCP peuvent notamment provoquer une élévation des niveaux 

de céramide dans les muscles squelettiques des souris VCPR155H/R155H. Chez ces souris, on retrouve 

également une expression élevée de certains gènes de l’autophagie notamment LC3 et P62, traduisant 

une altération de l’autophagie qui peut être reversée par un régime enrichi en lipides. Chez les patients 

SLA ou DFT, ces mutations provoquent également des atrophies musculaires, une dégénérescence 

progressive ainsi que des accumulations des protéines TDP-43 et ubiquitine dans les muscles (Llewellyn 

et al., 2014). Une autre étude a montré l’implication de la PGRN dans les causes génétiques de DFT. 

PGRN est une protéine clé dans la régulation des voies lysosomales. Les mutations dans le gène PGRN 

provoquent une réduction de l’activité de GBA1 (Arrant et al., 2019; Valdez et al., 2020). Cet effet serait 

dû à l’interaction de PGRN avec la saposine C, qui est un activateur critique de GBA1. Les mutations 

dans le gène PSAP (pro-saposine C) sont connues pour causer cliniquement des symptômes proches 

de ceux de la maladie de Gaucher. Enfin, une étude récente de transcriptomique sur de la moelle 

épinière de souris SLA-DFT CHMP2Bintron5 a montré que plusieurs enzymes du métabolisme des 

sphingolipides étaient dérégulées de manière précoce. Notamment l’expression de l’enzyme SPP 

(responsable de la dégradation de la S1P en sphingosine), et de l’enzyme GALC (qui catalyse la synthèse 

du GalCer à partir de céramide) étaient diminuées. A l’inverse l’expression de l’enzyme HexB, enzyme 

de conversion du GM2 en GM3, était surexprimée. Ces dérégulations étaient retrouvées à un âge 

asymptomatique, ce qui montrent que les altérations de la voie des sphingolipides peuvent apparaitre 

bien avant le début des symptômes moteurs (Waegaert et al., 2020).  

Toutes ces altérations du métabolisme des sphingolipides peuvent affecter le métabolisme cellulaire 

et l'organisation des membranes cellulaires. Cela pourrait expliquer les dysfonctionnements 

neuronaux retrouvés dans la SLA et la DFT, et plus généralement dans les maladies 

neurodégénératives, mais pourrait aussi participer à la progression de ces pathologies. Pour ma thèse, 

j’ai également utilisé l’ambroxol hydrochloride pour étudier les effets d’une modulation des 

sphingolipides sur le modèle SLA-DFT CHMP2Bintron5. 
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3. Les sphingolipides dans les maladies neurodégénératives et à 

surcharge lysosomale 

L’accumulation de sphingolipides dans certaines maladies altère sévèrement le métabolisme des 

patients. On trouve généralement à l’origine de ces pathologies, une activité enzymatique lysosomale 

défectueuse de manière complète ou partielle, qui déclenche une accumulation de lipides à l’intérieur 

des organites du système « endosomal-autophagique-lysosomal ». Ces perturbations contribuent 

également à la pathogénèse de certaines maladies neurodégénératives comme la maladie de 

Parkinson.  

3.1. Les mutations dans les gènes GBA1 et GBA2 

a. Les implications GBA1/GBA2 dans la maladie de Gaucher et de Parkinson 

La perte de l’activité GBA1 peut fortement moduler la fonction lysosomale, qui intervient dans 

l’élimination du matériel cellulaire à travers l’autophagie. Des mutations sur le gène codant pour GBA1 

conduisent à des enzymes non fonctionnelles, soit par la perte totale de fonctions, soit par un défaut 

de l’adressage de GBA1 vers le lysosome. Ces mutations provoquent une forte accumulation de GlcCer 

dans les lysosomes. Les mutations GBA1 peuvent être associées à la maladie de Gaucher et à la maladie 

de Parkinson (Dodge, 2017; Horowitz et al., 2016; Mullin et al., 2019).  

La maladie de Gaucher (MG) est une maladie à surcharge lysosomale, fréquemment retrouvée dans la 

communauté Ashkénaze, une population juive d’Europe centrale et orientale (particulièrement en 

Allemagne, Pologne et Russie). La perte totale de fonction de la protéine GBA1 entraîne une 

accumulation systémique de GlcCer qui peut être à l’origine de trois formes de MG : une forme « non-

neuropathique » (MG de type 1 : GD1) et deux formes « neuropathiques » (MG de type 2 et 3) (Dodge, 

2017). La forme de type 1 est marquée par l’absence d’altération neurologique du SNC bien que 

l'atteinte du SNP sous la forme d'une polyneuropathie symétrique se produise (Biegstraaten et al., 

2010). Dans le cas des formes neuropathiques, en plus du SNP, le SNC est touché et une atteinte 

neurologique est retrouvée. La forme de type 2 se distingue du type 3 par une évolution de la 

pathologie rapide. Cependant, ces deux formes étant parfois difficiles à discerner, elles sont plus 

généralement caractérisées par l’appellation « MG neuropathique ou nGD » (Beutler and Gelbart, 

1996; Dodge, 2017; Yildiz et al., 2013). Même si génétiquement, aucune corrélation n’a été faite entre 

la sévérité de MG et le gène GBA2, des études suggèrent que GBA2 serait impliquée dans la 

physiopathologie de la maladie (Dekker et al., 2011; Horowitz et al., 2016). L’accumulation toxique de 

sphingosine dans la MG pourrait être due à l’inhibition de l’activité de GBA2 par la sphingosine elle-

même (Schonauer et al., 2017). D’autres données suggèrent que GBA2 et l’enzyme SMS2 co-localisent 
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dans la membrane plasmique et que GBA2 est ainsi capable de convertir rapidement le GlcCer en 

céramide. Ce céramide serait ensuite plus facilement converti en sphingosine (Boot et al., 2007). En 

accord avec cette théorie, il est montré que la perte de GBA1 dans des fibroblastes de patients atteints 

de MG diminue les niveaux d’activité de GBA2 (Schonauer et al., 2017). A l’inverse, il est pourtant 

montré que les niveaux d’activité de GBA2 sont augmentés dans un modèle de souris déficient en 

GBA1 (Burke et al., 2013) et que les niveaux protéiques et d’ARN messager de GBA2 sont 

significativement aussi augmentés dans les fibroblastes murins déficients en GBA1 (Yildiz et al., 2013). 

En 2004, une mutation du gène GBA3 (le mutant KLrP D106N) a été identifiée chez des patients atteints 

d’une forme sévère de MG, mais la fréquence de cette mutation serait rare (Beutler et al., 2004). Une 

autre équipe a également étudié la possibilité de l’influence des mutations GBA3 1368T->A chez des 

patients atteints de MG. Cependant, aucune corrélation n’a été observée entre la mutation et la 

sévérité de la maladie (Dekker et al., 2011). Les traitements actuels de la MG comprennent une 

thérapie de remplacement enzymatique (ERT) avec du GBA1 recombinant et/ou une thérapie de 

réduction du substrat (SRT) avec des molécules comme le Miglustat et l’Eliglustat, qui diminuent la 

biosynthèse du GlcCer et réduisent son accumulation. Plus récemment, une stratégie de « molécule 

chaperonne » avec la molécule d’AMB, a également été développée pour la MG (Futerman et al., 2004; 

Horowitz et al., 2016).  

Bien qu’il soit répertorié que les patients GD1 ne développent normalement pas d’altérations du SNC, 

il est démontré depuis les années 2010 que certains d’entre eux présentent une déficience cognitive 

générale associée à une altération de l’olfaction. Ces symptômes étaient également retrouvés chez les 

patients hétérozygotes pour GBA1 non atteints de maladie apparente. Fait intéressant, ils corrélaient 

également avec la phase préclinique de la maladie de Parkinson (MP) (Mullin et al., 2019). En effet, les 

mutations dans le gène GBA1 ont également été considérées comme un facteur de risque très élevé 

pour la MP. En effet, ces mutations concernent 10 à 25% des patients parkinsoniens (Barrett et al., 

2013; Migdalska-Richards et al., 2016; Mitsui et al., 2009; Mullin et al., 2019; O’Regan et al., 2017; 

Schapira, 2015; Sidransky et al., 2009; Stojkovska et al., 2018). Les personnes atteintes de la MP 

présentent généralement des symptômes moteurs, mais la maladie se caractérise également par un 

déclin cognitif insidieux, qui augmente en fonction de la durée de la maladie. Même lorsqu’un seul des 

deux allèles est atteint, les niveaux de GBA1 sont considérablement réduits (Migdalska-Richards et al., 

2016). Dans les modèles cellulaires récapitulant les anomalies biochimiques de la MP, les mutations 

GBA1 engendrent une baisse des niveaux de la protéine et de son activité enzymatique, tout en 

augmentant les accumulations d’α-synucléine et provoquant un défaut de l’autophagie (Shachar et al., 

2011; Yang et al., 2017). En effet, cette protéine qui est le composant agrégé majeur de la maladie de 

Parkinson, semblerait aussi jouer un rôle dans le trafic vésiculaire, notamment au niveau des 
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endosomes (Burré et al., 2018). En 2016, l’étude de Mazzulli et collaborateurs montre que l’activation 

de GBA1 induit la clairance de l’α-synucléine et restore la fonction lysosomale dans des neurones 

dopaminergiques de patients Parkinsoniens (Mazzulli et al., 2016). Enfin, une autre étude montre que 

l’inhibition de l'activité GBA1 par l’inhibiteur CBE dans un modèle de souris de synucléinopathies, 

conduit à une accumulation de GlcCer avec exacerbation du phénotype moteur et cognitif. A l’inverse, 

augmenter l’activité GBA1 permet de ralentir la progression de la maladie dans ce modèle (Rockenstein 

et al., 2016). Toutefois, même si de nombreuses hypothèses sont émises sur la façon dont GBA1 influe 

le développement de la MP, les mécanismes moléculaires liant l’α-synucléine et GBA1 sont encore mal 

compris. Des études suggèrent que l’accumulation toxique d’α-synucléine et des corps de Lewy dans 

les neurones seraient la suite d’une potentielle action directe de GBA1 sur l’α-synucléine et/ou, que 

l’accumulation de GlcCer et ces métabolites induirait l’altération des mécanismes de régulation de l’α-

synucléine (Blanz and Saftig, 2016; Migdalska-Richards et al., 2016; Sidransky and Lopez, 2012). 

L’ensemble de ces données montre que le gène GBA1 est fortement impliqué dans la physiopathologie 

de ces maladies. 

b. Les mutations GBA2 et les troubles du système nerveux 

Les mutations dans le gène GBA2, le gène codant pour la GCase non lysosomale, ont également été 

associées à plusieurs pathologies affectant le système nerveux. On retrouve dans ces pathologies : la 

PSH, l’ataxie spastique et l’ARCA (Citterio et al., 2014; Hammer et al., 2013; Sultana et al., 2015; Votsi 

et al., 2014). Toutefois les mutations GBA2 sont bien moins caractérisées que les mutations GBA1. En 

effet, seules quelques études ont été réalisées sur des modèles animaux présentant une mutation dans 

le gène GBA2 (Martin et al., 2013; Woeste and Wachten, 2017; Woeste et al., 2019). Les données sur 

GBA2 semblent néanmoins concorder sur le fait que le gène GBA2 est important pour la coordination 

motrice. Sécrété lors des processus de différenciation neuronale (Aureli et al., 2012), l’étude Martin et 

collaborateurs (2013) suggère que GBA2 est directement impliqué dans la croissance axonale des MN 

et dans le comportement moteur. En effet, la perte totale de GBA2 engendre un phénotype moteur 

chez le poisson zèbre qui peut être compensé par l’injection d’ARNm GBA2 humain non muté (Martin 

et al., 2013). Cette étude suggère que GBA2 est un acteur clé dans la physiopathologie des PSH.   

Les mécanismes moléculaires liant les mutations du gène GBA2 au développement d'un 

dysfonctionnement locomoteur restent cependant à éclaircir. En effet, les mutations du gène GBA2 

chez les patients humains ont été associées à une altération de la locomotion et des anomalies 

neurologiques mais les modèles de souris knockout GBA2 ou hétérozygotes n'ont pas révélé de 

symptômes neurologiques ni de défaut de la fonction locomotrice (Yildiz et al., 2006). Chez ces 

animaux, les analyses ont révélé une forte accumulation de GlcCer dans le cerveau, le foie et les 
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testicules ainsi qu’un défaut de régénérescence hépatique après hépatectomie partielle. Les mâles 

déficients en GBA2 sont notamment stériles en raison d'un défaut morphologique des spermatozoïdes 

survenant pendant la spermatogenèse (Gonzalez-Carmona et al., 2012; Yildiz et al., 2006). Autre fait 

intéressant, dans le cas de l’injection d’inhibiteur de GCase tel que le Miglustat chez des souris nTg, 

l’accumulation de GlcCer dans les testicules est retrouvée. Toutefois, l’accumulation de GlcCer n’altère 

pas nécessairement la spermatogénèse et va dépendre de la souche murine utilisée (Walden et al., 

2007). Ces données suggèrent que l’inhibition de GBA2 ne peut se concevoir que de manière partielle 

(ou transitoire) dans un cadre thérapeutique.   

3.2. Homéostasie des gangliosides et dysfonctionnement du système nerveux 

Etant donné l’importance des gangliosides dans le système nerveux, la perte de fonction des gènes liés 

aux gangliosides peut être la cause directe de maladies neuronales. Certaines gangliosidoses sont 

notamment des maladies neurodégénératives à surcharge lysosomale, caractérisée par une déficience 

des enzymes intervenant dans la synthèse et la dégradation des gangliosides. Ces maladies résultent 

en une accumulation de gangliosides dans les lysosomes. La maladie de Sandhoff, caractérisée par la 

déficience en enzyme HexA/HexB (enzymes de dégradation du GM2 en GM3 et du GA2 en LacCer) et 

la maladie de Tay-Sachs, caractérisée par la déficience en enzyme HexA, sont des gangliosidoses 

neurodégénératives à GM2 (Dastsooz et al., 2018; Dodge, 2017; Pan et al., 2017; Sandhoff et al., 1971, 

2018). Mais d’autres maladies caractérisées par l’accumulation de GM1 et GM3 ont également été 

répertoriées. Le Syndrome d'Epilepsie Symptomatique Infantile, comme son nom l’indique, est un 

syndrome épileptique associée à une cécité et une stagnation du développement chez le nouveau-né. 

Sans être une gangliosidose, cette pathologie est provoquée par une perte de fonction totale de 

l’enzyme GM3 synthase (Simpson et al., 2004b). Chez les souris, la perte des enzymes GM2 et GM3 

synthase génère une ataxie grave, qui est la conséquence d’une dégénérescence axonale. Il en est de 

même dans les cas de délétion des enzymes GM2/GD2/GD3 synthase : les souris déficientes pour ces 

enzymes présentent une neurodégénérescence du cervelet, accompagnée de troubles de la marche et 

de tremblements (Chiavegatto et al., 2000; Ohmi et al., 2009; Yamashita et al., 2005). Le syndrome de 

Guillain-Barré est causé par la présence d’anticorps auto-immuns spécifiques des gangliosides 

complexes ayant pour conséquence une dégénérescence des axones moteurs. Plus précisément, cette 

maladie est caractérisée par la présence d’anticorps qui se lient aux gangliosides GM1 et GD1a au 

niveau des nœuds de Ranvier et dans la zone présynaptique des JNM (Kaida et al., 2008; Kuwabara 

and Yuki, 2013). Ainsi, les altérations du fonctionnement physiologique des gangliosides sont liées à 

de nombreuses maladies. Toutes ces données démontrent donc l’importance des gangliosides dans le 

maintien de l’intégrité du système nerveux. 
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C. L’ambroxol et le métabolisme des glycosphingolipides 

L’implication des glycosphingolipides dans la physiopathologie de la SLA a mené notre laboratoire à 

s’intéresser à de potentielles cibles thérapeutiques. Durant ma thèse, nous avons mis en évidence que 

les niveaux de GBA2 sont augmentés dans le modèle murin Sod1G86R. Pour contrecarrer cet effet, j’ai 

utilisé un inhibiteur de GBA2 : l’ambroxol hydrochloride (AMB). En effet, l’AMB présente la particularité 

de stimuler l’activité enzymatique de GBA1 tout en inhibant l’activité enzymatique de GBA2. 

1. Qu’est-ce que l’ambroxol ? 

Utilisé depuis les années 1970, l’AMB (C13H18Br2N2O) est un médicament générique expectorant et 

mucolytique utilisé dans le traitement des maladies des voies respiratoires (toux, bronchites, etc.). 

L’AMB est le métabolite actif de la bromhexine qui est elle-même un dérivé semi-synthétique de la 

vasicine, une substance active de la plante Adhatoda Vasica (figure 19) (Grange and Snell, 1996; Nepali 

et al., 2013). Cette plante était utilisée dans l’Inde ancienne pour ces mêmes propriétés (Malerba and 

Ragnoli, 2008; Weiser, 2008). 

 

Figure 19 : Structures chimiques de la vasicine et de ses dérivés synthétiques.  
(A) vasicine, (B) bromhexine, (C) ambroxol. La bromhexine est un dérivé synthétique de la vasicine. L’AMB est le 
métabolite actif de la bromhexine. Il diffère de la bromhexine par l’absence de groupe méthyle (cercle rouge) et 
l’introduction d’un groupe hydroxyle (cercle bleu) sur le cyclohexane (cercle vert) de la molécule. 

Après administration orale, l’AMB possède une biodisponibilité très élevée de l’ordre de 70-80%, c’est-

à-dire que 70 à 80 % de la dose administrée ou du principe actif libéré parvient sous forme inchangée 

dans la circulation sanguine systémique. L’absorption de l’AMB est rapide : la molécule arrive à la 

circulation sanguine 1 à 2h après administration orale. Sa demi-vie d’élimination est assez longue, 

variant entre 7 et 10h selon la forme galénique du médicament : comprimé ou pastille (Faroongsarng 

et al., 2004; Malerba and Ragnoli, 2008; Rojpibulstit et al., 2003; Yang et al., 2015).  

L’AMB est approuvé pour le traitement des maladies respiratoires par la Food and Drug Administration 

(FDA), un organisme américain d'autorisation à la commercialisation des médicaments et denrées 
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alimentaires sur le territoire des États-Unis. Cet agent pharmacologique fluidifiant des sécrétions 

bronchiques est capable de passer la BHE, et est de plus en plus envisagé comme traitement 

thérapeutique pour diminuer les taux de GlcCer de certaines pathologies (Narita et al., 2016). C’est le 

cas de la MG et de la MP pour lesquelles des procédures d’essai clinique ont déjà débuté ou sont sur 

le point de commencer (voir « 4 » du chapitre actuel).  

Actuellement en vente libre dans la majeure partie de l’Union Européenne, l’AMB a l’avantage de 

présenter un profil de sécurité favorable à forte dose orale et un très faible risque d’effets secondaires. 

La toxicologie de l’AMB a largement été étudiée chez de nombreux animaux (chien, rat, lapin, souris, 

cobaye) et n’a montré que très peu d’effets indésirables quel que soit la voie d’administration (orale, 

intraveineuse, sous-cutanée, intrapéritonéale). L’AMB ne s’est montré ni cancérigène, ni 

embryotoxique, ni tératogène et n’a ni altéré le développement post-natal, ni la fertilité des individus. 

Les potentiels effets toxiques pouvant être induit par l’AMB sont à l’origine d’un très fort surdosage 

provoquant les symptômes suivants : dyspnée, ataxie et convulsions. Et tous ces effets se sont montrés 

réversibles. Aucune histopathologie n’a été retrouvée à la suite de ces tests. D’un point de vue clinique, 

dans le cadre de maladies respiratoires aigües et chroniques, un nombre considérable d’études ont 

été menées pour évaluer l’efficacité de l’AMB (plus de 100 études estimées avec plus de 15 000 

patients) (Malerba and Ragnoli, 2008). Il est important de noter que l’AMB s'est révélé sûr lorsqu'il a 

été administré à des femmes enceintes pour la prévention du syndrome de détresse respiratoire 

néonatal (Gonzalez Garay et al., 2014). Néanmoins, même si l’AMB est une molécule bien tolérée, de 

rare cas d’allergie et d’éruptions cutanées ont été répertoriés.  

2. Propriétés de l’ambroxol  

L’AMB possède des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires qui sont, de nos jours, bien 

établies et documentées. Au-delà de ses effets sur le mucus des voies respiratoires, l’AMB est connu 

pour supprimer les symptômes dans les cas d’inflammations chroniques et de douleurs 

neuropathiques. Les études de l’AMB ont montré que ses propriétés sur le système immunitaire 

résultaient de ses effets sur les ROS et les cytokines pro-inflammatoires produits lors d’une réaction 

inflammatoire. D’autres études ont montré que ses effets analgésiques sur le système sensitif 

périphérique étaient dus à l’inhibition de certains types de canaux sodiques et calciques. Une figure 

récapitulative des propriétés de l’AMB se trouve à la fin de la sous-partie 2 (figure 20). 
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2.1. Propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes   

De nombreuses études ont montré que l’AMB a des effets protecteurs sur les tissus et les cellules 

pulmonaires. En effet, l’AMB est connu pour stimuler la formation et la libération du surfactant 

pulmonaire (Malerba and Ragnoli, 2008), qui est la substance principale de défense contre les micro-

organismes. Il est essentiellement constitué de lipides (phospholipides et acides gras) et de protéines 

qui permettent d’agréger les micro-organismes afin de les présenter aux macrophages alvéolaires. Les 

propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes de l’AMB sont très liées. Lors d’une réaction 

inflammatoire pulmonaire, certaines cellules immunitaires (comme les macrophages alvéolaires et les 

granulocytes neutrophiles) peuvent induire un stress oxydatif par la sécrétion de ROS (radicaux 

superoxydes et peroxydes d’hydrogènes). Un bon nombre d’étude sur des modèles animaux variés 

(lapins, rats, souris, chiens) et des cultures cellulaires (cellules de l’immunité), suggèrent que l’AMB 

protège contre le stress oxydatif en piégeant et dégradant les ROS produits par ce type de cellules ou 

sont la conséquence d’agents polluants environnementaux (fumée de tabac, gaz diésel, etc.) (Felix et 

al., 1996; Gillissen et al., 1997; Lee et al., 2002; Nowak et al., 1994). Au-delà de ses effets sur les ROS, 

l’AMB est également capable de limiter la synthèse de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, 

IL-1β, IL-6 (Gibbs et al., 1999; Jang et al., 2003; Kim et al., 2002; Ottonello et al., 2003) et, dans le cas 

de lésions cardiaques induites par la Doxorubicine chez la souris, de limiter la peroxydation des lipides 

(Nowak et al., 1993, 1995). Malheureusement, il n’existe qu’une seule étude qui porte sur les effets de 

l’AMB sur l’inflammation cérébrale. L’AMB favoriserait la survie neuronale en limitant le stress du RE 

des microglies (Jiang et al., 2020b). De plus, une autre étude montre également que l'AMB peut réduire 

le stress du RE du modèle Drosophila Melanogaster qui modélise la maladie de Parkinson via une 

mutation dans le gène GBA1 (Sanchez-Martinez et al., 2016). Il serait intéressant de connaitre les effets 

potentiels de l’AMB sur les cellules du SNC dans le cadre de certaines pathologies comme la SLA et la 

DFT. 

Enfin, l’AMB semble également avoir des effets inhibiteurs sur l’enzyme Guanylate cyclase cytosolique, 

qui est un système de réponse cellulaire lié à l’activité d’une protéine kinase G. L’AMB permettrait 

d’inhiber l’activation de cette enzyme dépendante du monoxyde d’azote (NO). Dans un contexte 

inflammatoire, l’enzyme inductible NO synthase (iNOS) qui se trouve dans les macrophages, permet la 

production de NO. Ce NO est un médiateur de la réponse immunitaire en activant la Guanylate cyclase 

et les voies de signalisation cellulaires associées à la protéine kinase G. Ainsi, dans les poumons, les 

niveaux de NO sont impliqués dans les processus physiologiques des voies respiratoires 

(bronchodilatation, régulation du débit sanguin pulmonaire, battement ciliaire des voies respiratoires, 

etc.) mais aussi dans les perturbations inflammatoires respiratoires (asthmes, inflammation chronique 

provoquée par la libération de cytokines TNF-α et IL-1β, etc.). Les propriétés bénéfiques anti-
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inflammatoires de l’AMB sur les voies respiratoires tiendraient donc aussi en partie de son effet 

inhibiteur sur la Guanylate cyclase cytosolique, en limitant la production de cytokines et de ROS par 

les cellules après activation de cette enzyme (Severina et al., 2000). 

2.2. Propriétés anesthésiques  

Les propriétés anesthésiques de l’AMB ont été découvertes lors d’essais ophtalmiques de la molécule 

qui n’ont pas pu aboutir en solution collyre chez l’homme en raison de sensations de démangeaisons 

(Malerba and Ragnoli, 2008). Quelques années plus tard, l’AMB est commercialisé en tant que 

traitement pour les maux de gorge (Fischer et al., 2002; Schutz et al., 2011). De nos jours, nous savons 

que l’AMB agit sur la transduction des signaux neuronaux, et que les propriétés anesthésiques de 

l’AMB tirent leurs effets de ses actions sur les canaux voltage-dépendants Na+ et Ca2+. Néanmoins, 

même si l’AMB possède des propriétés anesthésiques qui ont cliniquement été démontrées dans des 

études de maux de gorge chez le patient, aucune autre donnée ne démontre clairement son 

mécanisme sur le système nerveux. 

a. Les canaux sodiques voltage-dépendants Na+ 

Les effets de l’AMB sur la douleur ont été mis en évidence grâce à des tests neuropathiques sur des 

modèles animaux. Les effets de l’AMB se sont révélés efficaces chez les animaux dans le cas de 

douleurs chroniques comme l’inflammation et les douleurs neuropathiques persistantes mais pas dans 

le cadre de douleur aiguë (douleur intense, limitée dans le temps). Ces effets sont la conséquence 

d’une inhibition sélective des canaux ioniques. Notamment la forte inhibition des canaux voltage-

dépendants sodiques Nav1.8 et plus faiblement Nav1.2 (Gaida et al., 2005). Les canaux sodiques (Nav) 

sont des pores ioniques sélectifs aux ions sodium, dont l’ouverture est contrôlée par le potentiel 

transmembranaire. Les canaux Nav1.8 sont des canaux résistants à la tetrodotoxine (TTX-r) exprimés 

spécifiquement dans les neurones sensoriels non myélinisés des ganglions spinaux. Ils sont impliqués 

dans la nociception mais ne sont pas exprimés dans le SNC, à l’inverse des canaux Nav1.2 qui sont 

essentiellement exprimés dans les neurones du cerveau. La suppression de la fonction du canal Nav1.8 

par blocage pharmacologique, ou par réduction des niveaux protéiques, atténue de manière efficace 

le comportement lié à la douleur inflammatoire et neuropathique sans provoquer de déficit moteur 

chez les animaux (Ekberg et al., 2006; Jarvis et al., 2007; Lai et al., 2002; Yoshimura et al., 2001). En 

2002 et 2006 Weiser et collaborateurs ont montré, grâce à une expérience de patch-clamp sur des 

neurones de ganglions spinaux et sur des cellules recombinées exprimant les Nav1.2, que l’AMB bloque 

très fortement les courants Nav1.8 et faiblement les canaux Nav1.2. Les canaux sodiques qui sont 

exprimés dans les neurones sensoriels sont les cibles principales des analgésiques. Ainsi, les auteurs 

de ces deux études ont conclu que l’expression des Nav1.8 étant essentiellement limitée aux neurones 
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sensoriels, les inhibiteurs sélectifs des canaux Nav1.8 sont des analgésiques efficaces avec un faible 

risque d'induire des effets secondaires (Weiser, 2006; Weiser and Wilson, 2002). 

b. Les canaux calciques voltage-dépendants Ca2+ 

Les canaux calciques voltage-dépendants représentent une des voies principales d’entrée du calcium 

dans les neurones. La caractérisation moléculaire de plus en plus fine des voies de la nociception a 

montré l’implication des canaux calciques dans le traitement de la douleur. L’auteur Weiser (2008) est 

aujourd’hui le seul auteur à montrer que l’AMB agit sur certains types de canaux calciques (L et N) des 

neurones sensoriels (Hull and Lyon, 2018; Weiser, 2008). 

2.3. Autres potentielles actions pharmacologiques 

Plus récemment, une étude pharmacologique de l’AMB a pu mettre en évidence de nouvelles cibles 

de la molécule. En effet, l’AMB semblerait être un antagoniste des récepteurs 5-HT3 (5-

hydroxytryptamine) et un inhibiteur du transporteur de la sérotonine SERT (Hull and Lyon, 2018). Le 

récepteur 5-HT3 est un récepteur ionotrope cationique activé par la sérotonine. Il est retrouvé au 

niveau des extrémités des fibres sensitives impliquées dans les réflexes nauséeux.  

 

Figure 20 : Effets connus et supposés de l’AMB. 
(1) L’AMB possède des propriétés anesthésiques qui seraient liées à l’inhibition de canaux Nav1.8 impliqués dans 
la nociception. (2) Les propriétés de l’AMB sur les voies respiratoires seraient liées à l’inhibition de la Guanylate 
cyclase soluble (GuaC sol). Le monoxyde d’azote (NO) ne peut donc plus se lier à la GuaC sol, ce qui limite la 
réponse inflammatoire. L’AMB semblerait également capable de favoriser la dégradation des ROS et des 
cytokines produites par les cellules. (3) L’AMB aurait des propriétés sur la neuroinflammation en limitant le stress 
du RE et l’activation microgliale, favorisant la survie des neurones. (4) L’AMB semblerait inhiber le transporteur 
de la sérotonine SERT et les récepteurs 5-HT3 impliqués dans le reflex nauséeux. Aucune donnée ne répertorie 
les effets de l’AMB sur les voies sérotoninergiques.  
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3. L’ambroxol : une molécule chaperonne et inhibitrice 

3.1. La stratégie « molécule chaperonne » 

L’AMB se situe au sein d’une nouvelle stratégie thérapeutique pour les maladies incurables présentant 

un défaut enzymatique : la « Pharmacological Chaperone Therapy » ou « thérapie chaperonne ». Cette 

stratégie consiste à utiliser une petite molécule capable d’entrer dans les cellules et de promouvoir 

l’activité d’une enzyme défaillante pour par exemple empêcher la formation d'agrégats toxiques, 

responsables de la mort des neurones (Arakawa et al., 2006; Brooks, 2007; Fan, 2003; Parenti et al., 

2015). Ces petites molécules sont capables de se lier spécifiquement aux enzymes mutantes pour 

promouvoir leur bon repliement dans le RE ainsi que leurs redonner leurs fonctions (figure 21). Une 

expérience de thérapie chaperonne a été démontrée en 2007 par Lierbierman et collaborateurs, dans 

le cas de l’utilisation d’Isofagomine sur des fibroblastes de patients atteints de la MG (Lieberman et 

al., 2007). Cette molécule est capable de lier le site actif de l’enzyme GBA1 pour assurer son bon 

repliement, stabiliser sa structure et augmenter son activité enzymatique. Cette expérience démontre 

que la stratégie de molécule pharmacologique chaperonne pourrait être envisagée pour les 

nombreuses maladies concernées par l’agrégation de protéines malconformées (maladies 

d’Alzheimer, MP, Huntington, etc.) ou encore pour les maladies à carence enzymatique entrainant des 

surcharges lysosomales (MG, entre autres).  
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Figure 21 : Principe de la « Pharmacological Chaperone Therapy ».  
(1) Lorsqu’une nouvelle protéine est synthétisée, les protéines chaperons ont la fonction d’assister les autres 
protéines dans leur maturation. Elles assurent leur bon repliement tridimensionnel. (2) Les protéines 
correctement assemblées et repliées sont transportées en dehors du RE. (3) Les protéines malconformées et 
mal-assemblées sont dégradées (4). Dans le cas de l’utilisation de molécules chaperonnes, ces molécules se fixent 
sur le site actif des enzymes mutantes pour induire leur bon repliement et leur transport vers l’appareil de golgi 
(5). L’activité enzymatique de ces enzymes mutées est ainsi assurée (inspirée de Fan, 2003). 

3.2. L’ambroxol et ses interactions avec les enzymes GBA1/GBA2 

L’AMB est un inhibiteur allostérique mixte c’est-à-dire un inhibiteur qui n’entre pas en compétition 

directe avec le substrat GlcCer, puisqu’il agit en se liant au site « allostérique » sans bloquer la liaison 

du substrat au site catalytique (Nussinov and Tsai, 2012). Des études ont montré que l’AMB est une 

molécule chaperonne de la GCase GBA1 lysosomale (figure 22A) et possède des propriétés inhibitrices 

sur la GCase non-lysosomale GBA2 (figure 22B) (Maegawa et al., 2009; Shanmuganathan and Britz-

McKibbin, 2011). GBA1 assure sa fonction enzymatique au niveau des lysosomes dans des conditions 

fortement acide (pH 4,3). Lorsque le gène GBA1 est muté, l’enzyme est malconformée et ne peut plus 

être apportée au lysosome. L’AMB est connu pour améliorer la stabilité conformationnelle de GBA1 et 

augmenter les niveaux de protéines GBA1. Dès un pH de 5,6 l’AMB peut réduire l’activité enzymatique 
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de GBA2. Les propriétés de liaison de l’AMB à GBA2 dépendent du pH. En effet, l’affinité de l’AMB pour 

l’enzyme GBA2 seule (donc sans liaison du substrat) est plus forte à pH 5.6. A pH 7, l’inhibition de GBA2 

par l’AMB est encore plus forte lorsque l’enzyme est liée à son substrat. L’IC50 dépend aussi fortement 

du pH : plus le pH est proche du neutre, plus l’inhibition est forte. Selon l’étude de Maegawa et 

collaborateurs, l’IC50 de l’AMB à pH 6.7 est de 8,1 µM (Maegawa et al., 2009).  

 

Figure 22 : Propriétés chaperonnes et inhibitrices supposées de l’AMB.  
(A) Dans certaines pathologies, l’enzyme GBA1 mutée présente une malconformation qui ne permet pas son 
adressage vers le lysosome. Il est montré que l’AMB possède des propriétés chaperonnes capables d’assurer la 
bonne conformation de l’enzyme, ce qui permet un meilleur adressage de l’enzyme vers le lysosome. (B) L’AMB 
est un inhibiteur allostérique mixte pour GBA2. La liaison de l’AMB sur le site allostérique de GBA2 inhibe son 
activité enzymatique. 

4. L’ambroxol dans la maladie de Gaucher et la maladie de Parkinson : 

des souris aux essais cliniques 

Les deux dernières décennies ont montré de réel progrès dans le développement de thérapies pour 

traiter les maladies caractérisées par une accumulation de substrat. La MP et la MG sont deux 

pathologies concernées par l’accumulation toxique de GlcCer dans le système nerveux. Cette 

accumulation est due à un déficit d’activité enzymatique de GBA1. La stratégie thérapeutique est 

d’utiliser l’AMB comme molécule chaperonne pour restaurer l’activité enzymatique de GBA1 en 

améliorant son adressage vers le lysosome et en augmentant son activité. Ci-dessous je présenterai 

les principales études menées sur l’animal qui ont permis les essais cliniques actuels. Des tableaux 

récapitulatifs des études présentées ci-dessous sont disponibles à la fin de chaque sous-partie.  
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4.1. Les thérapies de la maladie de Gaucher (MG) 

Nous avons vu précédemment que les mutations associées à GBA1 provoquent un mauvais repliement 

post-traductionnel, empêchant l’adressage de l’enzyme vers le lysosome. L’accumulation de GlcCer est 

ainsi la conséquence principale de la MG. De nos jours, il existe 3 formes de thérapies pour la MG. Bien 

qu’elles ne soignent pas totalement la pathologie, ces thérapies améliorent considérablement les 

symptômes. La thérapie de remplacement enzymatique (ERT) consiste à remplacer l’enzyme 

défectueuse ou absente par une injection intraveineuse de l’enzyme en question. Mais cette méthode 

ne permet pas un passage de l’enzyme dans le SNC. Une autre thérapie consiste en la réduction du 

substrat (SRT) par inhibition de la synthèse de GlcCer et ses dérivés. Enfin, la plus récente est la 

stratégie « molécule chaperonne », dont les molécules données passent la BHE et sont capables de 

« réparer » des protéines malconformées pour leur redonner leurs fonctions (Horowitz et al., 2016).  

Le Miglustat et l’Eliglustat sont les molécules qui sont actuellement approuvées dans le cas d’un 

traitement de la MG par SRT. Ces molécules sont des inhibiteurs de UGCG, enzyme de dégradation du 

céramide en GlcCer. Malgré leur passage de la BHE, ces molécules ne sont pas capables de compenser 

les altérations du SNC rencontrées dans les formes nGD (Childers et al., 2020; Kim et al., 2020; 

Nabizadeh et al., 2018). Même si le Miglustat et l’Eliglustat rééquilibrent la balance de synthèse et de 

dégradation du GlcCer dans la MG, d’autres alternatives de SRT sont actuellement en train d’être 

développées. Notamment des alternatives capables de corriger l’accumulation de GlcCer grâce à des 

molécules qui facilitent le trafic de la GCase GBA1 du RE vers le lysosome. C’est le cas de la molécule 

d’AMB (Bendikov-Bar et al., 2011; Lieberman et al., 2007; Maegawa et al., 2009). Les premiers essais 

cliniques de l’AMB sur la MG ont fait suite à des tests sur des animaux, essentiellement murins, qui ont 

permis de confirmer les propriétés pharmacologiques chaperonnes de la molécule dans ce type de 

pathologie. Les traitements à l’AMB dans la MG se sont avérés efficaces chez la souris et les fibroblastes 

des patients. Les fibroblastes de patients atteints de MG et porteurs de mutation hétérozygote GBA1 

(avec et sans MP) ont une activité enzymatique de GBA1 fortement diminué et un niveau de ROS 

cellulaire très élevé. Ces anormalités sont reversées en présence d’un traitement à l’AMB (McNeill et 

al., 2014). L’une des principales études qui a confirmé la dépendance de l'AMB au pH pour lier et 

stabiliser l'enzyme GBA1 est celle de Maegawa et collaborateur en 2009. Dans cette étude, les auteurs 

montrent que le traitement à l’AMB augmente significativement l'activité de la GCase mutante et les 

niveaux de protéines GBA1 dans les fibroblastes des patients atteints de MG. Ces augmentations se 

limitent principalement à la fraction enrichie en lysosomes des cellules traitées. De plus, dans les 

lymphoblastes de patients MG, l'AMB augmente aussi l'activité de la GCase et réduit le stockage du 

glucosylcéramide (Maegawa et al., 2009). En 2013, Luan et collaborateurs ont testé la toxicité de l’AMB 

dans les cellules de patients atteints de MG et sur des souris sauvages. Dans cette étude, les auteurs 
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montrent que l’AMB améliore l’activité de GBA1 dans les fibroblastes des patients mais aussi dans 

cervelet, le cœur et la rate des souris sauvages, même à forte dose et sans induire de toxicité. 

Toutefois, in vivo, les doses les plus fortes ont semblé être les doses les plus efficaces (3mM et 10mM) 

et in vitro, les doses au-delà de 60µM ont commencé à induire de la cytotoxicité (Luan et al., 2013).  

Actuellement, il n’existe que très peu d’essais cliniques (phase 2) utilisant de l’AMB dans la MG. Parmi 

les études les plus récentes, on retrouve deux d’entre elles qui combinent une stratégie d’ERT avec 

l’AMB (Ishay et al., 2018, procédure en cours de recrutement, ID ClinicalTrials.gov : NCT03950050) (Kim 

et al., 2020 ; KCT0003218).  La première étude est proposée aux patients atteints de la MG qui ne 

répondent pas suffisamment bien au traitement ERT. Peu d’informations sont encore disponibles sur 

cette étude en cours de recrutement de patients. L’étude de Kim et collaborateurs a duré 4,5 ans et 

s’est porté sur 4 patients. Selon cette étude, les 2 premières années de traitement à 21mg/kg/jour 

n’ont pas montré d’effets de l’AMB, et les symptômes cognitifs des patients se sont aggravés. 

Toutefois, ces symptômes ont été améliorés après une augmentation de la dose d’AMB à 

27mg/kg/jour. A long terme, la combinaison d’AMB et d’ERT a permis de stopper la progression des 

manifestations neurologiques. Deux autres études utilisant l’AMB dans la MG semblent 

encourageantes. En effet, dans l’étude de Narita et collaborateur en 2016, l’administration orale 

d’AMB a permis d’augmenter l’activité enzymatique de GBA1 et d’améliorer les symptômes cliniques 

des patients tels que la myoclonie et l’altération des fonctions motrices (étude menée sur 5 patients 

avec des doses d’AMB de 25 mg/kg/jour) (Narita et al., 2016). Enfin, un enfant de l’âge de 5 ans atteint 

de la MG, a été traité à l’AMB pendant 3 ans (15mg/kg/jour). Le traitement a montré des effets 

thérapeutiques notables, notamment une réduction de la taille de la rate et du foie, une amélioration 

des paramètres hématologiques (hémoglobine et taux de plaquettes proche de la normal) et une 

amélioration morphologique des os de la hanche (Jiang et al., 2020a). 

Toutes ces données montrent le potentiel thérapeutique de l’AMB et de ses effets sur la voie du GlcCer. 

Ce qui permet d’envisager l’AMB dans d’autres maladies neurodégénératives concernées par les 

dérégulations du GlcCer, comme la SLA.  
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Maladie Modèle(s) Effets de l'AMB Dose Référence 

Maladie 
de 

Gaucher 

Fibroblastes 
Stabilisation de la conformation de GBA1 

Augmentation de son activité enzymatique 
60 µM 

(Maegawa et al., 
2009) 

Fibroblastes Réduction du stockage du GlcCer 20µM 

GCase 
humaine 

recombinante 

L'inhibition de l'activité enzymatique de 
GBA2 dépend du pH 

Dose maximale 
125µM 

Fibroblastes 
Augmentation de l'activité GBA1 

Dépendante de la 
mutation (entre 

0,3 et 3 µM) 
(Luan et al., 2013) Cytotoxicité in vitro 60µM 

Souris nTg 
Augmentation de l'activité GBA1 dans le 

cervelet, le cœur et la rate 
Pas de toxicité in vivo 

3mM et 10mM 

Fibroblastes 
Diminution des ROS 

Augmentation de l'activité GBA1 
60µM 

(McNeill et al., 
2014) 

Patients Non déterminé 600 mg/jour 

(Ishay et al., 2018); 
procédure en cours 
de recrutement, ID 
ClinicalTrials.gov : 

NCT03950050 

Patients 
Augmentation de l’activité GBA1 ; 

Diminution de la myoclonie 
Augmentation des fonctions motrices 

Dose maximale : 
1300mg/jour 

(Narita et al., 2016) 

Patients 
Pas d'effets 21mg/kg/jour 

(Kim et al., 2020); 
KCT0003218 

Effets bénéfiques sur la progression des 
manifestations neurologiques 

27mg/kg/jour 

Enfant patient 
Réduction de la taille de la rate, du foie et 

améliorations des paramètres 
hématologiques et squelettiques 

15mg/kg/jour (Jiang et al., 2020a) 

Tableau 1 : récapitulatif des effets de l’AMB dans la maladie de Gaucher.  

4.2. L’ambroxol une nouvelle thérapie pour la maladie de Parkinson (MP)   

Ces dernières années, des équipes scientifiques ont investigué la possibilité d’un traitement AMB dans 

la MP. L’ensemble des études que je vais présenter ci-dessous ont été menées sur différents modèles 

de la MP. Je présenterai également les essais cliniques actuels qui testent le potentiel thérapeutique 

de l’AMB sur la MP. La majorité de ces études a été menée par l’équipe du Pr Schapira et ses 

collaborateurs. 

En 2014, les travaux de McNeill et collaborateurs ont montré sur des fibroblastes de patients atteints 

de MG et de patients portant une mutation de GBA1 (Parkinsonien ou non), que l’AMB améliore le 

processus lysosomal défectueux retrouvé dans ces cellules. Une étude semblable a montré les mêmes 

effets en 2017, où l’AMB s’est également révélé efficace sur les niveaux d’α-synucléine qui étaient 

considérablement réduits (Yang et al., 2017). En 2016, Migdalska-Richards et collaborateurs ont 

montré que l’AMB pouvait augmenter l’activité de GBA1 cérébrale, réduire les niveaux d’α-synucléine 
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(phosphorylée ou non) chez les souris sauvages, mutées pour GBA1 ou surexprimant l’α-synucléine. 

Sur les 4 doses utilisées (1mM ; 3mM ; 4mM ; 5mM, eau de boisson) seule la dose 4mM s’est montré 

significativement efficace (Migdalska-Richards et al., 2016). Ces mêmes auteurs ont également mesuré 

les niveaux de GBA1 cérébral chez le primate non humain après traitement AMB, et seule la dose de 

100mg/jour a augmenté les niveaux d’activité de GBA1 mais aussi ceux de l’enzyme HexB (enzyme 

impliquée dans la synthèse de GM3). Cependant, dans cette étude, les tests statistiques ne permettent 

pas de conclure étant donné le faible nombre d’animaux par traitement (n=1) (Migdalska-Richards et 

al., 2017). L’AMB semblerait également montré des propriétés « neuro-régénératrices ». Après 1 mois 

d’injection intrastriatale unilatérale au 6-OHDA (6-hydroxydopamine, agent dopaminergique toxique), 

des rats nTg ont été traités à l’AMB à des doses de 800mg/kg/jour. Ils ont présenté au fur et à mesure 

du traitement à l’AMB, une restauration des performances motrices mais également une élévation des 

niveaux de la Tyrosine hydrolase (TH) et le transporteur dopamine DAT (marqueurs des concentrations 

dopaminergiques cellulaires) et une réduction des niveaux d’α-synucléine (Mishra and Krishnamurthy, 

2020). 

Ces études ont mené à deux essais cliniques de phase 2 sur la MP. L’une de ces deux études évalue le 

potentiel de l’AMB sur les symptômes cognitifs et moteurs chez les patients atteints de démence 

Parkinsonienne (Silveira et al., 2019, procédure en cours de recrutement, ID ClinicalTrials.gov : 

NCT02914366), tandis que la seconde étude évalue le potentiel thérapeutique de l’AMB sur des 

patients atteints de la MP avec et sans mutations GBA1 (Mullin et al., 2020, procédure en cours, ID 

ClinicalTrials.gov : NCT02941822). L’étude de Silveira et collaborateurs, recrutant encore des patients, 

ne présente pas encore de résultats. L’étude portera sur 75 patients atteints de MP (d’atteintes légères 

à modérées) qui seront traités au placebo, ou par un traitement fort ou faible d’AMB (1050 mg/jour ; 

525 mg/jour respectivement). L’étude de Mullin et collaborateurs, actuellement en cours, montre déjà 

des résultats positifs. Cette étude compte 17 patients (8 avec mutations GBA1, 9 sans) qui ont reçu des 

doses croissantes d’AMB (jusqu’à 420mg, 3 fois par jour en fin d’étude). Le traitement à l’AMB n’a pas 

montré d’effets indésirables particuliers et a bien été toléré par les patients. L’AMB a bien pénétré le 

LCR, témoignant d’un passage dans le SNC, et a modulé les activités GCase dans le LCR et les cellules. 

Concernant le LCR, l’étude n’a pas montré de corrélation entre les concentrations d’AMB et les 

variations de l'activité des GCase. Toutefois, les concentrations en α-synucléine étaient augmentées 

dans le LCR, suggérant que l’exocytose de cette protéine par les cellules du SNC a été stimulée par 

l’AMB. Le LCR ayant des propriétés d’élimination des « déchets », ces résultats semblent en faveur de 

la molécule. De plus, lors de l’évaluation motrice des patients, l’AMB semble avoir améliorer les scores. 

Ces résultats qui se sont montrés concluant sur les deux cohortes de patients, avec et sans mutations 
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GBA1, permettent ainsi d’envisager l’AMB dans le traitement des maladies avec accumulation 

protéique. 

Maladie Modèle(s) Effets de l'AMB Dose Référence 

Maladie 
de 

Parkinson 

Fibroblastes Processus lysosomal amélioré 60µM 
(McNeill et al., 

2014) 

Souris nTg 
Souris GBA1L444P/+ 

Souris 
surexprimant l'α-

synucléine 
humaine 

Augmentation cérébrale de GBA1 
Réduction des niveaux d'α-synucléine 

4mM 
(Migdalska-

Richards et al., 
2016) 

Primate non 
humain 

Augmentation de GBA1 et de HexB 
cérébral 

100mg/jour 
(Migdalska-

Richards et al., 
2017) 

Lignées NCSC de 
patients PD et de 

porteurs de 
mutations GBA1 

Processus lysosomal amélioré 
Diminution des niveaux d'α-synucléine 

60µM (Yang et al., 2017) 

Rats nTg 

Restauration des performance motrices 
après injection de 6-OHDA 

Augmentation de la TH et DAT 
Réduction des niveaux d'α-synucléine 

800mg/kg/jour 
(Mishra and 

Krishnamurthy, 
2020) 

Patients Non déterminé 

Dose minimale : 
525mg/jour 

Dose maximale : 
1050mg/jour 

(Silveira et al., 
2019), procédure 

en cours de 
recrutement, ID 

ClinicalTrials.gov : 
NCT0291436 

Patients 

Innocuité de la molécule 
Passage dans le SNC 

Modulation des activités GCase 
Stimulation de l'activité lysosomale 

1,23g/jour 

(Mullin et al., 
2020), procédure 

en cours, ID 
ClinicalTrials.gov : 

NCT02941822 

Tableau 2 : récapitulatif des effets de l’AMB dans la maladie de Parkinson.  
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE THESE 
 
La SLA et la DFT sont deux maladies neurodégénératives fatales pour lesquelles il n’existe, à ce jour, 

aucun traitement curatif. Lorsque l’origine de ces maladies n’est pas génétique, elle est généralement 

inconnue. Plus de 90% des SLA et 70% des DFT sont sporadiques. Malgré un tableau clinique qui peut 

opposer ces deux maladies, il existe bel et bien un continuum qui permet de lier la SLA et la DFT. En 

effet, 15-20% des patients SLA développent une DFT, tandis que 15% des patients DFT développent 

une SLA (Ling et al., 2013; Nguyen et al., 2018). Si l’aspect clinique n’est pas le lien le plus évident entre 

ces deux maladies, l’aspect génétique l’est en revanche un peu plus puisque ces deux pathologies 

partagent un même terrain génétique. En effet, de nombreux gènes de causalité sont en commun dans 

la SLA et la DFT. De plus, dans la SLA comme dans la DFT, certains patients présentent une 

hyperlipidémie ainsi qu’un hypermétabolisme. Si ces deux caractéristiques ne sont pas très étudiées 

dans la DFT, elles ont montré que dans la SLA, ce sont des facteurs prédictifs de l’évolution de la 

maladie. Tandis que l’hypermétabolisme est délétère chez les patients SLA, l’hyperlipidémie semble 

plutôt protectrice (Dupuis et al., 2008; Jésus et al., 2018). Ainsi, les patients SLA qui possèdent des 

ratios élevés en LDL/HDL, en triglycérides et cholestérols, présentent un avantage de survie plus élevée 

(Dorst et al., 2011; Dupuis et al., 2008). Une étude montre également qu’un régime alimentaire 

supplémenté en lipides permet de ralentir la progression de la maladie des patients SLA (Dorst et al., 

2013). 

Au-delà de leur rôle dans le métabolisme énergétique, les lipides interviennent dans les voies de 

signalisations cellulaires mais surtout dans la maintenance et la réparation des différentes 

composantes de l’axe moteur comme les neurones et les muscles. Depuis quelques années, la 

communauté scientifique a mise en évidence une dérégulation des glycosphingolipides, une classe de 

lipides complexes, dans la SLA. Notamment une dérégulation des niveaux de GlcCer. Une étude 

transcriptomique réalisée à partir de biopsie musculaire de patients SLA a permis au laboratoire de 

mettre en évidence une augmentation significative de l’expression du gène UGCG, codant pour 

l’enzyme du métabolisme des sphingolipides qui synthétise le GlcCer (Henriques et al., 2015a). Cette 

perturbation est également retrouvée dans les muscles et la moelle épinière des souris Sod1G86R, dont 

les niveaux de sphingolipides sont particulièrement dérégulés, et cela bien avant l’apparition des 

premiers symptômes de la maladie. Les travaux de cette même étude ont également montré que 

l’injection d’un inhibiteur de l’enzyme UGCG, est délétère et ralentit la récupération fonctionnelle 

après compression nerveuse. Ces résultats suggèrent que le GlcCer contribue à la stabilité de l’unité 

motrice.  La dégradation du GlcCer est réalisée par les enzymes GBA1 et GBA2. GBA1 se localise au 

niveau du lysosome tandis que GBA2 intervient au niveau du RE et de la membrane plasmique. En 
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2017, les travaux du laboratoire ont mis en évidence que l’administration de CBE, un inhibiteur 

irréversible des enzymes GBA1 et GBA2, améliore la récupération fonctionnelle dans un modèle de 

compression du nerf sciatique (Henriques et al., 2017). Par ailleurs, cette même étude a montré que 

le CBE permet de ralentir la progression de la maladie des souris SLA Sod1G86R. La voie du GlcCer semble 

donc jouer un rôle crucial dans la physiopathologie de la SLA.  

Toutefois, le profil pharmacologique du CBE n’est pas compatible avec un traitement thérapeutique, 

du fait de sa toxicité à long terme. C’est pourquoi le laboratoire s’est penché sur l’utilisation d’un autre 

agent pharmacologique : l’AMB. L’AMB est un médicament générique expectorant et mucolytique 

utilisé dans le traitement des maladies des voies respiratoires. L’AMB a l’avantage de présenter un 

profil de sécurité favorable. Il est également décrit comme étant une molécule chaperonne. En effet, 

l’AMB est capable de favoriser l’adressage de GBA1 vers le lysosome et d’augmenter son activité 

enzymatique. En plus de son activité chaperonne sur GBA1, l’AMB a la capacité d’inhiber l’activité 

enzymatique de GBA2. Malgré la dérégulation du métabolisme du GlcCer dans la SLA, cette maladie 

n’est pas caractérisée par une accumulation toxique de GlcCer dans les lysosomes. Des études 

suggèrent que certains sphingolipides précurseurs du GlcCer, notamment les gangliosides, sont 

capables de potentialiser les neurotrophines et leurs récepteurs. Il est donc possible que les effets 

bénéfiques de l’AMB dans les maladies neurodégénératives résident aussi dans sa capacité à stimuler 

ou interagir avec ces facteurs neuroprotecteurs.  

L’objectif de mon travail de thèse a été de déterminer l’impact d’une modulation des 

glycosphingolipides, grâce à une approche pharmacologique, sur le développement de la maladie d’un 

modèle murin de SLA mais aussi de SLA-DFT. Pour cela, j’ai tout d’abord utilisé l’AMB sur le modèle 

Sod1G86R pour vérifier ses effets sur le comportement moteur des animaux Sod1G86R, qui présentent 

une augmentation de l’enzyme GBA2 dans la moelle épinière. En parallèle, j’ai également commencé 

à vérifier in vivo que les effets bénéfiques de l’AMB sont liés à l’inhibition de GBA2. Pour cela j’ai utilisé 

un inhibiteur spécifique de GBA2.  Puis dans un second temps, j’ai étudié les effets de l’AMB sur le 

modèle SLA-DFT CHMP2Bintron5 afin de de déterminer si, au-delà des bénéfices de l’AMB sur la 

composante motrice, la molécule peut également améliorer les altérations comportementales 

retrouvés chez les souris CHMP2Bintron5. Etant donné l’activité chaperonne de l’AMB, j’ai également 

étudié ses effets sur quelques gènes des voies lysosomales et autophagiques. 

Les résultats de cette thèse seront répartis en trois parties :  

- Dans un premier temps, je présenterai le premier article publié au cours de ma thèse, où nous 

avons combiné une étude transcriptomique avec une étude lipidomique pour affiner notre 
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compréhension des troubles métaboliques de la SLA. Cette étude met en évidence la forte 

dérégulation du métabolisme des sphingolipides dans la moelle épinière des souris Sod1G86R 

symptomatiques.  

- La partie suivante est la seconde publication de ma thèse, qui traite des effets bénéfiques de 

l’AMB sur l’évolution de la pathologie, la durée de vie des souris Sod1G86R et de ses propriétés 

bénéfiques sur l’axe moteur. En plus de cette publication, j’ai ajouté une partie supplémentaire 

sur nos travaux les plus récents qui visent à confirmer in vivo la cible GBA2, et cela grâce à un 

second agent pharmacologique ayant une forte affinité et spécificité pour GBA2.  

- La troisième partie est constituée d’une publication en cours de préparation, qui présente les 

effets bénéfiques de l’AMB sur l’axe moteur des souris SLA-DFT CHMP2Bintron5 ainsi que sur les 

changements comportementaux retrouvés dans ce modèle. Bien que ces données doivent 

encore être complétées, cette étude montre que l’AMB favorise la clairance des agrégats 

cytoplasmiques et stimule les voies d’adressage des protéines vers le lysosome lorsqu’elles 

sont indépendantes du mannose-6-phosphate. Les effets de l’AMB sur l’autophagie et la 

neuroinflammation doivent encore être approfondis.  
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RESULTATS 
 

A. PUBLICATION 1: Sphingolipid Metabolism Is Dysregulated at 

Transcriptomic and Metabolic Levels in the Spinal Cord of an 

Animal Model of Amyotrophic Lateral Sclerosis 

Le métabolisme des lipides est fortement dérégulé dans la SLA et peut être un indicateur du pronostic 

des patients. En effet, le métabolisme énergétique et lipidique est directement lié à l’espérance des 

patients SLA où l’hypermétabolisme et la dyslipidémie peuvent influencer la sévérité de la maladie 

(Dupuis et al., 2008; Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018). Les études menées sur le LCR et le sang des 

patients indiquent que certains marqueurs métaboliques, comme ceux de la voie des 

glycosphingolipides, sont également capables de renseigner sur l’évolution de la maladie (Blasco et al., 

2017, 2018). Depuis quelques années, il est clairement reconnu que le métabolisme des sphingolipides 

est fortement affecté dans la SLA. Dans la moelle épinière, dans les muscles et dans le LCR des patients, 

de nombreux métabolites de la voie des glycosphingolipides et leurs enzymes associées sont fortement 

dérégulés (Dodge et al., 2015; Henriques et al., 2015a, 2017). Ces données démontrent bien 

l’importance de la voie des sphingolipides dans la SLA.  

Les souris SLA Sod1G86R récapitulent les altérations du métabolisme énergétique retrouvé chez les 

patients, y compris l'hypermétabolisme, la perte sévère du tissu adipeux et la dérégulation des 

métabolites de la voie du GlcCer dans la moelle épinière et les muscles des animaux (Dupuis et al., 

2004; Henriques et al., 2015a, 2017). Pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires 

responsables de la dérégulation des lipides dans la SLA, nous avons effectué le séquençage de l'ARN 

et établi un profil lipidomique de la moelle épinière de souris Sod1G86R symptomatiques en début de 

maladie. La finalité de cette étude a été de combiner ces deux analyses et ainsi de détecter les voies 

physiologiques altérées.  

L’analyse transcriptomique de cette étude a permis dans un premier temps de démontrer que le 

génotype influence fortement la distribution de nos échantillons. Parmi les gènes dérégulés, beaucoup 

sont impliqués dans les processus biologiques du système immunitaire et de la signalisation des 

cytokines, de la différenciation et de la plasticité axonale mais également dans les processus des voies 

lipidiques notamment ceux des rafts lipidiques, de la membrane plasmique et du lysosome. En 

parallèle, l’analyse métabolique n’a pas permis d’établir un profil lipidique spécifique aux souris 

Sod1G86R. Toutefois, de nombreux métabolites sont dérégulés à la baisse, en particulier les 

phospholipides, les tri/di-glycérides ainsi que les sphingolipides. Fait intéressant, l'analyse conjointe 
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de ces deux expériences révèle un enrichissement significatif du métabolisme des glycosphingolipides 

chez les souris Sod1G86R, et particulièrement une surexpression des gènes impliqués dans le recyclage 

lysosomal. Par ailleurs, les gènes et les métabolites de la voie de synthèse de la sphingosine-1-

phosphate, corrèlent aussi avec la progression de la maladie. Nos résultats suggèrent donc que les 

lipides complexes jouent un rôle critique au cours de la première phase des symptômes moteurs chez 

le modèle murin SLA Sod1G86R. Moduler la voie des sphingolipides est donc bénéfique sur le 

développement de la maladie et représente une cible thérapeutique potentielle pour la SLA.  

Les données supplémentaires de cette publication se trouvent en annexe.
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B. PUBLICATION 2: Ambroxol Hydrochloride Improves Motor 

Functions and Extends Survival in a Mouse Model of Familial 

Amyotrophic Lateral Sclerosis 

Les rapports métabolomiques récents relient la dérégulation des glycosphingolipides, en particulier la 

céramide et le glucosylcéramide, à la neurodégénérescence à un stade avancé de la SLA (Dodge et al., 

2015; Henriques et al., 2015a, 2017, 2018). De nombreuses études montrent que la voie du GlcCer est 

fortement dérégulée dans les tissus des patients. Il est donc possible que cette voie représente une 

cible thérapeutique pour la SLA. La dégradation du GlcCer s’effectue par : l’enzyme GBA1 qui est située 

au niveau du lysosome, et l’enzyme GBA2 qui intervient au niveau du RE et de la membrane plasmique. 

Nos précédents résultats montrent que l’inhibition de la synthèse du GlcCer est délétère pour la 

régénérescence axonale tandis que l’inhibition de GBA1 et GBA2 par le CBE permet d’améliorer la 

récupération motrice et ralentit la progression de la maladie des souris Sod1G86R (Henriques et al., 

2015a, 2017). La voie du GlcCer semble donc crucial dans le maintien de l’intégrité de la JNM. 

L'AMB est un inhibiteur de GBA2 également connu pour favoriser l’adressage de GBA1 vers le lysosome 

et d’augmenter son activité enzymatique. Nous avons mis en évidence une augmentation de l’enzyme 

GBA2 dans la moelle épinière des souris Sod1G86R. Pour pallier cette augmentation, nous avons utilisé 

l’AMB pour son activité inhibitrice sur GBA2. Nous avons traité les souris Sod1G86R soit à l’AMB (3mM) 

soit en eau de boisson :  

- à un stade pré-symptomatique (de 75 à 95 jours) pour évaluer les effets de l’AMB sur 

l’apparition de la maladie,  

- puis à un stade symptomatique (de 95 jours jusqu’au stade final de la maladie) afin de vérifier 

les effets du traitement sur la progression de la maladie et la survie des animaux.   

En parallèle, nous avons administré l’AMB à des souris nTg après compression du nerf sciatique dans 

le but d’estimer l’effet d’une inhibition de GBA2 sur la plasticité axonale et sur la récupération motrice 

des animaux. Enfin, des approches in vitro ont été menées pour confirmer les effets du traitement sur 

la pousse axonale.  

Dans cette publication, nous avons montré que l’AMB a des effets bénéfiques sur l’évolution de la 

pathologie et la durée de vie des animaux. Les souris Sod1G86R ont une progression de la maladie qui 

est ralentit et survivent plus longtemps lorsqu’elles sont traitées à l’AMB. Par ailleurs, les fonctions 

motrices sont améliorées et les MN préservés. L’AMB ralentit également la destruction des JNM en 

préservant les muscles de la dénervation. De plus, aussi bien in vitro qu’in vivo (dans le cadre d’une 

compression du nerf sciatique), nous avons démontré que l’AMB stimule la plasticité axonale et la 

formation des JNM.   
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La modulation des sphingolipides par l’AMB semble être une approche prometteuse et novatrice pour 

la SLA. L’ensemble de nos résultats met en lumière les propriétés neuroprotectrices de l’AMB dans un 

modèle murin de SLA qui étaient, jusqu’ici, inconnues. Ces résultats suggèrent la possibilité d’utiliser 

l’AMB comme candidat médicament pour le traitement de la SLA. La disponibilité de l’AMB sur le 

marché du médicament pourrait faciliter la mise en place rapide d’essais cliniques.  

Les données supplémentaires de cette publication se trouvent en annexe.
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1. Données complémentaires de la publication 2 

L’ensemble des travaux du laboratoire nous a conforté dans l’idée que cibler la voie des 

glycosphingolipides dans la SLA pourrait être une approche thérapeutique efficace. C’est pourquoi, 

pour mieux caractériser les effets de l’AMB, j’ai utilisé une seconde approche thérapeutique avec un 

inhibiteur spécifique de GBA2, actif à des concentrations de l’ordre du nM : l’inhibiteur OM2. Cet 

inhibiteur a été créé par l’équipe du Pr Olivier Martin de l’Université d’Orléans, avec qui nous avons 

collaboré.  

Pour vérifier les effets d’une inhibition spécifique de GBA2, j’ai tout d’abord vérifié in vitro la spécificité 

de l’inhibiteur OM2 par dosage enzymatique sur des tissus de foie de souris non-transgéniques. Puis 

j’ai réalisé une expérience de compression du nerf sciatique sur des souris non-transgéniques et j’ai 

observé la récupération fonctionnelle comme la force musculaire, l’écartement des doigts et l’intégrité 

des JNM après traitement à l’OM2. Les protocoles utilisés pour ces expériences sont les mêmes que 

ceux décrits dans le matériel et méthode de la publication 2 : Bouscary et al., 2019. Les résultats 

préliminaires montrent, in vitro sur des tissus de foie murin, que la molécule OM2 inhibe 50% de 

l’activité enzymatique de GBA2 à partir de la dose 10-10 mol/L. Toutefois, plus la dose est forte, plus 

l’OM2 inhibe l’activité GBA1, sans jamais atteindre l’IC50 (figure 23A). La spécificité de l’inhibiteur est 

donc validée. Après écrasement du nerf sciatique, l’inhibition spécifique de GBA2 par l’OM2 ne montre 

pas d’effets délétères sur le poids (figure 23B), ni sur la force musculaire de la patte contrôle (appelée 

controlatérale) (figure 23C) des souris non-transgéniques (nTg) traités à l’OM2 par rapport aux souris 

nTg traitées au véhicule. Après 9 jours de traitement, l’OM2 améliore significativement la récupération 

de la force musculaire des souris nTg (figure 23D). Nous avons ensuite évalué l’état d’innervation des 

JNM du muscle tibial antérieur. Le nombre de JNM innervées des souris traitées à l’OM2 est 41% 

supérieur à celui des souris nTg traitées au véhicule (Veh: 41,04 ± 10,06 0 vs OM2 : 69,68 ± 7,20) (figure 

23E). Dans du muscle gastrocnémien, nous avons également mesuré les niveaux d’ARNm de la sous-

unité gamma du récepteur de l’acétylcholine (AchR gamma). Les niveaux d’ARNm de l’AChR gamma 

sont réduits de 32% chez les souris traitées à l’OM2 par rapport aux souris nTg traitées au véhicule 

(figure 23F). L’OM2 permet donc une meilleure récupération fonctionnelle. 

Ainsi, ces résultats nous ont permis de confirmer l’hypothèse que GBA2 représente une cible 

thérapeutique pour les atteintes neuromusculaires. Des expériences complémentaires testant les 

effets de l’OM2 sur le modèle Sod1G86R sont à venir.  
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Figure 23 : L’inhibition de GBA2 par l’inhibiteur spécifique OM2 améliore in vivo la récupération motrice après 
lésion du nerf sciatique sur des souris non-transgéniques. 
(A) Les activités enzymatiques de GBA1 (trait noir) et de GBA2 (trait vert) après ajout d’OM2 ont été mesurées 
sur des tissus de foie murin (n=4/groupe). (B) Evolution du poids des souris traitées au véhicule ou à l’OM2. (C) 
Force musculaire de la patte arrière controlatérale. (D) Force musculaire de la patte arrière ipsilatérale (Anova à 
deux facteurs). (E) Intégrité des JNM dans le muscle tibialis (n= 6-7/groupe, test de Student). (F) Niveaux 
d’expression des ARNs AchR gamma dans les muscles gastrocnémiens des souris après lésion du nerf sciatique 
(test de Student). Les valeurs de la figure sont représentées en moyennes ± ESM, n= 6-7/groupe, *p < 0,05; **p 
< 0,01; ***p < 0,001. 
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C. L’ambroxol hydrochloride ralentit la progression de la 

physiopathologie du modèle SLA-DFT CHMP2Bintron5 (En 

préparation) 

La SLA et la DFT sont deux maladies neurodégénératives fatales. Bien que ces maladies semblent au 

premier abord à l’opposé l’une de l’autre, des études génétiques, histopathologiques et cliniques ont 

permis d’établir un continuum entre la SLA et la DFT. En effet, des mutations génétiques (sur les gènes 

C9ORF72, CHMP2B, etc.) sont connues pour provoquer des formes familiales de SLA et/ou de DFT. 

Ainsi, des études montrent que 15 à 20% des patients SLA développent une DFT, tandis que 15% des 

patients DFT développent une SLA (Ling et al., 2013; Nguyen et al., 2018). De plus, dans la SLA comme 

dans la DFT, de nombreuses études suggèrent une altération du processus autophagique à l’origine de 

l’accumulation protéique (TDP-43, FUS, etc.) retrouvée dans ces deux maladies. Dans ces maladies, 

l’autophagie n’assure plus le recyclage des protéines malconformées qui sont normalement 

transportées vers les lysosomes pour être dégradées. Certaines autres maladies neurodégénératives 

(telle que la maladie de Gaucher) sont également concernées par l’altération du processus lysosomal 

et montrent une accumulation toxique de GlcCer dans les lysosomes (Dodge, 2017). Au vu des résultats 

obtenus au laboratoire et de ceux de la littérature, il est aujourd’hui clairement établi que le 

métabolisme des glycosphingolipides, notamment la voie du GlcCer, participe à la physiopathologie de 

la SLA. En effet, sans être une maladie à surcharge lysosomale, la SLA s’accompagne d’une forte 

perturbation de l’homéostasie des glycosphingolipides (Dodge et al., 2015; Henriques et al., 2015a, 

2017). Chez la souris Sod1G86R, un modèle murin de SLA, il existe une perturbation marquée du 

métabolisme des glycosphingolipides, associée à une surexpression des gènes impliqués dans le 

recyclage lysosomal à un âge symptomatique (Henriques et al., 2018).  

Nos précédents travaux ont montré que la modulation de la voie de dégradation du GlcCer est 

bénéfique et ralentit la progression de la maladie dans le modèle Sod1G86R (Bouscary et al., 2019; 

Henriques et al., 2017). La dégradation du GlcCer est réalisée par deux glucosylcéramidases : GBA1 au 

niveau du lysosome, et GBA2 au niveau du RE et de la membrane plasmique. L’AMB hydrochloride 

(AMB) est une molécule chaperonne capable de stimuler la voie lysosomale en adressant GBA1 vers le 

lysosome et en stimulant son activité enzymatique. En parallèle, l’AMB inhibe GBA2. Nous avons 

montré que l’AMB permet non seulement de préserver les muscles de la dénervation et de maintenir 

le nombre de motoneurones (MN) des souris Sod1G86R mais également de prolonger la survie de ces 

animaux. De plus, lors d’une compression nerveuse, l'AMB stimule la plasticité axonale et accélère la 

récupération fonctionnelle. À l'appui de ces résultats in vivo, nous avons également montré in vitro 

que l'AMB favorise la croissance du réseau de neurites et la formation de jonctions neuromusculaires 
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(JNM) (Bouscary et al., 2019). Toutefois, au-delà des bénéfices de la molécule sur la composante 

motrice, nous ne savons pas si l’AMB est capable d’agir sur le déclin cognitif observé dans les DFT. Le 

modèle CHMP2Bintron5 de notre laboratoire a la particularité de modéliser les atteintes des patients 

SLA-DFT. En effet, ces souris présentent à la fois des symptômes moteurs et cognitifs retrouvés dans 

ce syndrome. CHMP2B (charged multivesicular body protein 2B) est une protéine connue pour 

interagir avec le système ESCRT (complexe de tri endosomal requis pour le transport) impliqué dans la 

dégradation des protéines membranaires via le processus d'autophagie (Rusten and Simonsen, 2008). 

Les mutations CHMP2Bintron5 conduisent à des accumulations lysosomales dans les neurones des 

patients et ceux d’un modèle murin CHMP2Bintron5 (Clayton et al., 2015, 2018). 

Les modèles Sod1G86R et CHMP2Bintron5 présentent des caractéristiques histopathologiques et 

génétiques comparables. En effet, une récente étude transcriptomique du laboratoire a révélé que ces 

deux modèles partagent certaines altérations dans l’expression de gènes (Waegaert et al., 2020). De 

plus, comme pour le modèle Sod1G86R, le modèle CHMP2Bintron5 présente des agrégats protéiques. En 

effet, les neurones de ces souris contiennent de nombreux agrégats protéiques dans lesquels on 

retrouve la protéine CHMP2B mutée mais également P62 ou de l’ubiquitine. L’ensemble de ces 

données suggèrent un défaut du système lysosomal et autophagique chez les souris CHMP2Bintron5. 

Dans cette étude, nous avons émis l’hypothèse que la modulation des glycosphingolipides grâce à 

l’AMB pourrait permettre de stimuler la fonction lysosomale et améliorer les symptômes moteurs mais 

également cognitifs retrouvés dans le modèle CHMP2Bintron5. Pour tester cette hypothèse, nous avons 

traité des souris CHMP2Bintron5 symptomatiques âgées de 18 mois, et cela jusqu’à l’âge de 21 mois.  

Trente jours avant le début du traitement (J-30), les souris ont été soumises à des tests moteurs (test 

d’agrippement, test du rotarod) et comportementaux (test des billes et le test en champs ouvert 

« openfield »). Les souris ont été traitées à partir de J0 après l’évaluation motrice et comportementale 

et ce pendant 80 jours. Ces tests ont été répétés 30 jours (J+30), 60 jours (J+60) et 80 jours (J+80) après 

le début du traitement à l’AMB.  

Nos résultats indiquent que l’AMB améliore le phénotype moteur des souris CHMP2Bintron5 et limite 

certains changements comportementaux retrouvés chez ces souris. D’un point de vue histologique, 

l’AMB préserve les MN de la neurodégénérescence et maintient l’innervation des JNM. Enfin, l’AMB 

stimule l’expression de gènes de la voie lysosomale ainsi que celle de marqueurs microgliaux associés 

à la neuroinflammation. 
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Ces données doivent être complétées avec des expériences de biologie moléculaire et de biochimie 

pour permettre de conclure sur l’ensemble des effets de l’AMB sur le modèle CHMP2Bintron5 et 

soumettre un article complet.  

1. Matériel et méthodes 

1.1. Déclaration éthique  

Les expériences ont été réalisées par des expérimentateurs agréés, en accord avec les réglementations 

actuelles de l'Union européenne (directive 2010/63/UE) et après approbation par le comité d'éthique 

régional en expérimentation animale de Strasbourg (CEEA35) et par le ministère de l'Enseignement 

Supérieur et de la Recherche (APAFIS #8828).  

1.2. Animaux 

d. Elevage et génotypage 

Pour cette étude des souris transgéniques CHMP2Bintron5 hémizygotes (HE), 6 copies du transgène, fond 

mixte FVB/N-DBA/2-C57BL/6) surexprimant le mutant CHMP2Bintron5 humain sous contrôle du 

promoteur Thy1.2 (Vernay et al., 2016) et des souris non-transgéniques (nTg) issues des mêmes 

portées ont été générées. Ces souris ont été hébergées dans l’animalerie centrale de la faculté de 

médecine de Strasbourg, à 22±2°C avec un cycle lumière/obscurité de 12h et un accès à l’eau et à de 

la nourriture (Safe, A04) à volonté. Le génotype des souris a été déterminé par amplification PCR de 

l'ADN extrait à partir de biopsies de queue des souris. Les séquences d'amorces utilisées sont : 

GTCGGAACTCTTGGCACCTA (Forward) ; CCAATCTTGGCCATTTTCTT (Reverse). Les animaux ont été 

surveillés quotidiennement et pesés mensuellement, ainsi qu’à chaque évaluation phénotypique. Les 

souris présentant un dysfonctionnement moteur important avant la fin de l’expérience, c'est-à-dire 

paralysées et incapables de se retourner dans les 5 secondes après avoir été placées sur le dos, ont été 

mises à mort. Sur l’ensemble de la cohorte, seuls 2 animaux n’ayant pas atteints la fin de l’expérience 

ont été exclus.  

e. Traitement à l’AMB 

Les souris traitées à l’AMB ont reçu le traitement en eau de boisson (3mM, Sigma-Aldrich). Les souris 

non traitées (« véhicules » : VEH), ont reçu l’eau habituelle de l’animalerie. Le traitement a débuté à 

l’âge de 18 mois après l’évaluation motrice et comportementale des souris (noté « J0 »). Le traitement 

a été renouvelé tous les 2-3 jours pendant 80 jours jusqu’à l’âge de 21 mois.  
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1.3. Evaluation phénotypique 

Les expériences ont été réalisées à l’aveugle par des expérimentateurs n’ayant pas connaissance des 

génotypes et du traitement des animaux. Le rapport des sexes est de 1:1. Tous les descendants 

transgéniques ont été évalués aux côtés de leur fratrie non-transgénique (nTg) ayant le même âge. Les 

évaluations de la force musculaire et de la coordination motrice ont commencé à l’âge de 17 mois (J-

30) un âge symptomatique, puis répétée au bout de 30 jours (J0) à l’initiation du traitement ainsi que 

30 (J+30), 60 jours (J+60) et 80 jours (J+80) après début du traitement à l’AMB. L’évaluation 

comportementale a été réalisée à J0, J+30, J+60 et J+80 pour le test d’enfouissement des billes ainsi 

qu’à J0 et J+80 pour le test en openfield (figure supplémentaire 1).  

a. Evaluation de la force musculaire 

La force musculaire a été évaluée par le test d’agrippement à l’aide d’un gripmètre (Bioseb, Chaville, 

France). Pour réaliser le test, la souris est placée sur une grille métallique qu'elle saisit instinctivement 

pour essayer d'arrêter le mouvement de recul involontaire effectué par le manipulateur jusqu'à ce que 

la force de traction dépasse sa force de préhension. Le dynamomètre enregistre la force de traction 

maximale. La force musculaire (en grammes) est mesurée trois fois pour chaque souris. Les résultats 

présentés sont la moyenne des trois essais consécutifs pour chaque individu. 

b. Evaluation de la coordination motrice et de la fatigabilité 

Pour évaluer la coordination et l’endurance des souris, le test Rotarod (modèle 7650, Ugo Basile) a été 

utilisé. Chaque session consiste en trois essais de 240 secondes avec une période d'accélération (4–40 

tr/min pendant 180 secondes) suivie de 60 secondes à vitesse maximale constante. Chaque session a 

été espacée d’environ 5 min chacune. Les résultats présentés sont la moyenne des trois essais 

consécutifs.  

c. Evaluation comportementale 

Deux évaluations comportementales ont été réalisées sur les souris : le test d'enfouissement des billes 

(aussi appelé « Marble Burying » ou « MB ») et le test en « openfield ». Trente minutes avant la 

réalisation des expériences, les cages de souris sont placées dans la salle des tests.  

Pour le MB, quinze billes noires (16 mm de diamètre) disposées en 5 rangées de 3 billes espacées de 

3cm, sont placées sur 5 cm de litière dans une cage propre (425x276x153 mm). Chaque souris est mise 

individuellement en présence des billes pendant 30 min puis le nombre de billes enterrées est 

quantifié. Une quantification binaire est appliquée : les billes totalement recouvertes de litière sont 

considérées comme enfouies.  
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Le comportement exploratoire a été évalué grâce au test en openfield, dans une arène ouverte 

(40x40x40cm) pendant 15 minutes. Le sol est divisé en seize carrés de 10x10cm. Un carré central de 

10x10cm est tracé au milieu de l’arène. La souris est placée au centre de l'arène et ses déplacements 

sont enregistrés par une caméra aérienne. A l’issue de chaque test, l’arène est nettoyée avec de l'alcool 

à 70%. Le test en openfield a été analysé avec un système de suivi automatisé (EthoVision XT, Noldus). 

La distance parcourue (cm), le nombre de passages dans le carré central et le temps passé dans celui-

ci ont été automatiquement calculés et ont permis d’évaluer le comportement exploratoire et l'anxiété 

des animaux. Un tracé de trajectoire représentant l'activité de locomotion de chaque souris a 

également été obtenu.  

1.4. Préparation des tissus 

L'étude a été arrêtée 80 jours après le début du traitement à l’AMB. Les souris sont mises à mort par 

injection intrapéritonéale d’Euthasol (120 mg/kg, Virbac) puis perfusées par voie intracardiaque avec 

du PBS à 4 °C. Les tissus prélevés ont été soit congelés en azote liquide et stockés à -80°C jusqu’à 

utilisation pour les expériences de biochimie ; soit fixés au paraformaldéhyde à 4% dans du tampon 

phosphate 0,1M pH 7,4 (24h pour les moelles épinières lombaires, 2h pour les muscles), puis stockés 

dans du PBS contenant 0,002% de thimérosal à 4 °C jusqu'à utilisation, pour réaliser des techniques 

d’histologie. 

a. Extraction d’ARN et RT-PCR en temps réel 

Les ARN ont été préparés selon un protocole standard du laboratoire. Brièvement, chaque échantillon 

congelé de moelle épinière lombaire et de muscle gastrocnémien est placé sur de la glace dans un tube 

contenant une bille en acier inoxydable de 5 mm. Un millilitre de réactif Trizol (Invitrogen, Groningen, 

Pays-Bas) est ajouté, et l'homogénéisation est effectuée trois fois dans un TissueLyser (Qiagen, 

Valencia, CA) à 30Hz pendant 3 min. L'ARN est extrait avec une technique 

chloroforme/isopropanol/éthanol puis stocké à -80°C jusqu'à utilisation. Un microgramme d'ARN total 

est utilisé pour synthétiser l'ADNc en utilisant une transcriptase inverse (iScriptTM Reverse 

Transcription Supermix, 1708841, Bio-Ras, USA) et des amorces oligo-dT comme spécifié par le 

fabricant. L'expression des gènes a été mesurée par PCR quantitative en temps réel avec les amorces 

adaptées à chaque ARNm, des dNTP, de l’ADN polymérase hot-start et du SYBR Green dans un tampon, 

selon les instructions du fabricant (SsoAdavancedTM Universal SYBR Green Supermix, BioRad) dans un 

thermocycleur Bio-Rad iCycler. La PCR a été réalisée dans des conditions optimisées : dénaturation à 

95 ° C pendant 30 secondes, suivie de 40 cycles de 10 s à 95°C et 30 secondes à 60°C. Les séquences 

des amorces (Eurogentec Seraing, Belgique) utilisées pour chaque gène sont données dans le tableau 

supplémentaire 1. La quantification relative de chaque ARNm a été réalisée à l'aide du logiciel Biorad 
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(CFX Maestro Software, BioRad) et calculée en fonction du facteur de normalisation généré à partir 

des gènes de référence (Pol2, TBP et 18S pour la moelle épinière ; H2AC, H2AX, H1H2BC pour le muscle) 

grâce au logiciel Genorm v3.5. 

b. Histologie 

· Etudes des jonctions neuromusculaires (JNM) : 

Au microscope binoculaire, les fibres du muscle tibial antérieur ont été séparés en faisceaux minces. 

Les JNM ont été visualisées par marquage des récepteurs post-synaptiques à l'acétylcholine avec de 

l’α-bungarotoxine (αBGT) et des terminaisons nerveuses avec des anticorps dirigés contre les 

neurofilaments et la synaptophysine. Pour ce faire, les fibres musculaires sont prétraitées avec une 

solution de saturation/perméabilisation contenant 3% d’Albumine de sérum bovin (BSA) et 0,5% de 

TritonX100 dans du PBS pendant 30 minutes à température ambiante.  Elles sont ensuite incubées 

sous agitation avec un anticorps primaire polyclonal de lapin anti-synaptophysine (AB578, Eurogentec) 

et un anticorps primaire polyclonal de lapin anti-neurofilament (AB575, Eurogentec) dilués chacun au 

1/50 dans du PBS contenant du TritonX100 à 0,1% (PBST). Après une nuit à température ambiante, les 

fibres sont lavées trois fois 10 minutes au PBST puis incubées avec des anticorps secondaires de chèvre 

anti-IgG de lapin conjugué à l’Alexa 488 (1/500, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) pour visualiser 

la terminaison nerveuse et de l’αBGT conjuguée à la rhodamine (1 µg/ml, Sigma-Aldrich) pour 

visualiser les récepteurs post-synaptiques à l’acétylcholine. Après 1h30 d’incubation et trois lavages 

au PBS, les faisceaux de fibres musculaires sont montés entre lame et lamelle dans un milieu aqueux 

(#18606, Aqua-Poly/mount, Polysciences) puis les JNM sont analysées avec un microscope à 

fluorescence (ApoTome 2, Zeiss). Les JNM ont été quantifiées directement sous le microscope à 

fluorescence et 100 à 120 JNM ont été quantifiées par animal. Les groupes de souris nTg étaient 

constitués de 4 souris par groupe, et les groupes de souris HE étaient constitués de 7 souris par groupe. 

Une JNM était considérée comme dénervée lorsque l’élément présynaptique n’atteignait pas la région 

postsynaptique. 

· Comptage des MN :  

La région lombaire L1–L3 des moelles épinières inclues dans de l’agarose à 4% ont été coupées 

transversalement au vibratome Leica VT1000S, à une épaisseur de 40 μm. Les coupes sont incubées 

30 min à 80°C avec du tampon citrate à 10mM pH6. Elles sont ensuite saturées 30 minutes avec une 

solution de PBS contenant 3% de BSA et 0,5% de TritonX100, puis incubées toute la nuit à température 

ambiante sous agitation avec un anticorps primaire de chèvre anti-choline acétylcholine transférase 

(ChaT) (1/100, #AB144P - Millipore, France) dilué dans du PBST. Après trois lavages de 10 minutes au 

PBST, les coupes sont incubées 1h30 dans avec des anticorps de lapin anti-IgG de chèvre conjugués à 
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l’Alexa594 (1/500, #A11058, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, USA). Les noyaux sont 

visualisés avec du Hoechst 33342 (1 µg/ml ; Sigma-Aldrich). Après lavage au PBS, les coupes sont 

montées entre lame et lamelle dans un milieu aqueux (#18606, Aqua-Poly/mount, Polysciences). Six 

sections de moelle épinière par animal ont été observées au microscope ApoTome 2 (Zeiss). Les deux 

cornes ventrales de chaque coupe ont été prises en photo à l’objectif x20. La surface du corps cellulaire 

de tous les MN positifs à la ChAT a été mesurée avec le logiciel Zen Lite (Zeiss). Tous les neurones d'une 

taille supérieure à 400 μm² ont été considérés comme des MN α. Les groupes de souris nTg étaient 

constitués de 4 souris par groupe, et les groupes de souris HE étaient constituées de 6 souris pour le 

groupe Veh et de 7 souris pour le groupe AMB. 

· Immunohistochimie Cathepsine D (CathD) et P62 sur la moelle épinière lombaire :  

Le protocole de préparation des moelles épinières et de marquage est le même que précédemment à 

l’exception des anticorps utilisés. Les moelles épinières ont été marquées avec un anticorps primaire 

de lapin anti-Cathepsine D (1/200, #AB75852 - Abcam) et un anticorps primaire de cochon d’inde anti-

P62 (1/200, #GP-62C – Progen). Les anticorps secondaires respectifs était un anticorps d’âne anti-lapin 

conjugué à l’Alexa488 et un anticorps d’âne anti-cochon d’inde conjugué à l’Alexa594 (1/1000, Jackson 

Immunoresearch). Les noyaux sont visualisés avec du Hoechst 33342 (1 µg/ml ; Sigma-Aldrich). Les 

coupes ont été observées et prises en photo à l’objectif x63 au microscope confocal (Leica SP5 Leica 

Microsystems CMS GmbH). Trois photos par champs ont été prises au plan focal espacées de 3µm 

chacune.  

1.5. Statistiques 

Les résultats présentés correspondent aux moyennes ± Erreur Standard de la moyenne (ESM) et ont 

été analysés avec le logiciel GraphPad Prism version 8.0. Le test t de Student a été utilisé pour comparer 

deux groupes, et le test d’analyse de variance ANOVA a été appliqué pour comparer plus de deux 

groupes. La PCR quantitative, le comptage des JNM et le comptage des MN ont été analysés avec un 

test ANOVA à un facteur. L'évaluation motrice et comportementale a été analysée avec un test ANOVA 

à deux facteurs. Les différences avec des valeurs p <0,05 ont été considérées comme significatives. 

2. Résultats  

2.1. L’AMB améliore la force motrice des souris CHMP2Bintron5 

Avec l’apparition de la maladie, les patients atteints de SLA perdent du poids, et développent une 

atrophie musculaire et une paralysie progressive. Les souris HE CHMP2Bintron5 présentent des signes 

typiques de la SLA avec une perte de poids visible à partir de 17 mois et des altérations progressives 

de la fonction motrice à partir de 10 mois aboutissant à une paralysie (Vernay et al., 2016). 
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Pour déterminer si l'AMB peut ralentir la progression de la maladie et/ou la perte des fonctions 

motrices, les souris ont été traitées (AMB) ou non (Veh) à l’AMB à partir de l’âge de 18 mois 

correspondant à un âge symptomatique. Les souris ont été pesées un mois avant le début du 

traitement (J-30), le premier jour de traitement (J0) puis 30, 60 et 80 jours après le début du 

traitement. Entre J0 et J+80, les souris HE montrent une perte de poids significative. Le traitement à 

l’AMB ne modifie pas le poids des souris traitées par rapport aux souris Veh de même génotype (figure 

1A). Afin d’évaluer l’évolution de la force musculaire chez nos souris, nous avons utilisé le test 

d’agrippement. Au début du traitement (J0), les souris HE développent une force légèrement inférieure 

à celle des souris nTg bien que la différence ne soit pas significative. Chez les souris nTg le traitement 

ne modifie pas la force des souris nTg AMB par rapport aux souris nTg Veh. Dès 30 jours de traitement 

(J+30), la force musculaire des souris HE Veh diminue par rapport aux souris nTg Veh. Cette baisse 

atteint 21% à J+80 par rapport à J0. En revanche la force musculaire est maintenue chez les souris HE 

AMB (figure 1B). Afin de tester si l’AMB est capable d’améliorer les performances motrices 

(coordination motrice et fatigabilité), les souris ont été testées avec un rotarod. Avant le début du 

traitement, les souris HE présentent une coordination motrice inférieure à celles des souris nTg quel 

que soit le traitement. Aucune différence de performance n’est observée entre les souris HE Veh et les 

souris HE AMB (figure 1C). Le traitement à l’AMB initié au stade symptomatique permet donc de 

préserver la force musculaire des souris HE mais ne modifie pas leurs performances motrices.   

2.2. L’AMB préserve les MN de la neurodégénérescence et maintient les JNM des 

souris CHMP2Bintron5 

Pour mieux comprendre comment l’AMB préserve la force musculaire des souris HE, nous avons 

quantifié le nombre de MN spinaux des souris (figure 2A, 2B) ainsi que l’innervation des muscles 

squelettiques associés (figure 2C-G) à l’issue du traitement. A l’âge de 21 mois, après 80 jours de 

traitement, les souris HE Veh présentent une perte de MN de 42% par rapport aux souris nTg Veh (nTg 

Veh : 17,28 ± 2,28 vs HE Veh : 10,05 ± 0,80). Le traitement à l’AMB limite cette perte de MN. En effet, 

les souris HE AMB ont un nombre de MN supérieur de 33% comparées aux souris HE Veh (HE Veh: 

10,05 ± 0,80 vs HE AMB : 14,93 ± 1,43) (figure 2B). Nous avons ensuite évalué l’état d’innervation des 

JNM du muscle tibial antérieur. Les JNM sont considérées comme innervées lorsque l’élément pré-

synaptique (en vert) rejoint l’élément post-synaptique (en rouge) (figure 2C). Comme le montre la 

figure 2D, le nombre de JNM innervées chez les souris HE Veh est réduit de 53% par rapport aux souris 

nTg Veh (75,35 ± 6,105 nTg Veh vs 35,71 ± 6,689 HE Veh). Cependant, le traitement à l’AMB limite 

cette dénervation. En effet, les souris HE AMB ont un taux d’innervation supérieur de 38% à celui des 

souris HE Veh (35,71 ± 6,689 HE Veh vs 57,73 ± 5,558 HE AMB) qui se rapproche de celui des souris nTg 

traitées ou non à l’AMB. Nous avons ensuite mesuré les niveaux d’ARNm musculaire de la sous-unité 
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α du récepteur nicotinique de l’acétylcholine (AChRα), de l’atrogine-1, et de la kinase 2 spécifique du 

muscle (MuSK) qui sont trois marqueurs de dénervation. Dans le muscle gastrocnémien, les niveaux 

d’ARNm de l’AChRα et de l’Atrogine-1 sont respectivement 3 et 1,5 fois plus élevés chez les souris HE 

Veh par rapport aux souris nTg Veh (figure 2E, 2F). Le traitement à l’AMB prévient l’augmentation de 

l’expression de ces deux marqueurs, les maintenant à un niveau comparable à celui des souris nTg. 

Cependant, les niveaux d’ARNm de MuSK2 sont 10 fois plus élevés chez les souris HE Veh par rapport 

aux souris nTg Veh et le traitement à l’AMB ne modifie pas l’expression de MuSK2 chez les HE (figure 

2G). Le traitement à l’AMB limite donc la perte des MN, la dénervation des JNM et prévient 

l’augmentation de l’expression de certains marqueurs de dénervation.  

En parallèle, nous avons évalué le profil métabolique des unités motrices sur la base de l’expression 

des chaines lourdes de myosine (MyHC) et dont on sait qu’il est modifié chez les souris SOD1G93A avec 

la progression de la maladie (Deforges et al., 2009; Hegedus et al., 2008). Quel que soit le génotype et 

le traitement aucune différence significative n’est observée pour les myosines MyHC I et MyHC IIa, 

(figure supplémentaire 2A, 2B). Cependant l'expression de la myosine MyHC IIb, un marqueur des 

fibres glycolytiques tend à diminuer chez les souris nTg AMB comparée aux souris nTg Veh. Une 

diminution significative de 50% de l’expression de cette myosine est observée entre les HE Veh et les 

nTg Veh mais l’AMB ne modifie pas l’expression de MyHC IIb chez les souris HE (figure supplémentaire 

2C). Finalement, l’expression de MyHC IIx/d, qui est un marqueur des fibres intermédiaires possédant 

un métabolisme mixte glycolytique et oxydatif, est augmentée de 50% chez les souris HE Veh par 

rapport aux souris nTg Veh (figure supplémentaire 2D) et le traitement à l’AMB prévient cette 

augmentation. Le traitement à l’AMB empêche la surexpression de la myosine MyHC IIx/d.  

2.3. L’AMB réduit l’expression du marqueur microgliale Iba1 dans la moelle épinière 

des souris CHMP2Bintron5 

La contribution de la glie dans la mort des MN au cours de la SLA est fortement suggérée par les 

données actuelles de la littérature. En effet, les patients SLA et DFT montrent une neuroinflammation 

cérébrale et spinale qui impacte la survie des neurones. Elle se caractérise par une activation et une 

prolifération microgliale et astrocytaire (Appel, 2011; Souza et al., 2016). Pour comprendre les effets 

bénéfiques de l’AMB sur la survie des MN, nous avons analysé les niveaux d’ARNm du marqueur de 

liaison au calcium ionisé 1 (IBA1) spécifique à la microglie et aux macrophages périphériques (dérivés 

des cellules myéloïdes), ainsi que ceux du marqueur astrocytaire Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) 

dans la moelle épinière des souris (figure supplémentaire 3). A l’âge de 21 mois, les souris HE Veh 

présentent une induction de l’expression de Iba1 2 fois supérieure à celle des souris nTg Veh et le 

traitement à l’AMB ne modifie pas l’expression d’Iba1 chez les souris nTg. En revanche, il prévient son 
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augmentation chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh (figure supplémentaire 3A). 

L’expression de Gfap est 2,5 fois plus élevée chez les souris HE Veh par rapport aux souris nTg Veh et 

le traitement à l’AMB ne modifie pas l’expression de Gfap chez les souris HE (figure supplémentaire 

3B). L’AMB limite la surexpression du marqueur microgliale Iba1 mais ne prévient pas celle du 

marqueur astrocytaire Gfap. 

2.4. L’AMB modère les changements comportementaux des souris CHMP2Bintron5 

En plus de l’atteinte des fonctions motrices, les patients SLA-DFT développent des atteintes 

comportementales pouvant se traduire par une diminution de l’anxiété, une désinhibition et/ou des 

comportements stéréotypés. Ces altérations comportementales sont liées au déclin cognitif retrouvé 

chez les patients DFT. Dès l'âge de 12 mois, les souris HE CHMP2Bintron5 présentent des altérations 

comportementales en lien avec la DFT telles qu’une désinhibition et des troubles de l’interaction social 

et du comportement alimentaire (Vernay et al., 2016). Nous avons donc cherché à déterminer si l’AMB 

peut influencer l’évolution du déclin cognitif et ainsi réduire ou ralentir l’apparition des altérations 

comportementales. Pour cela, nous avons utilisé deux tests : le test d'enfouissement des billes (ou MB 

pour « Marble Burying ») qui mesure l’état d’anxiété des animaux, et le test en openfield qui permet 

l’analyse du comportement exploratoire des animaux dans une arène. Comme le montrent les figures 

3A et 3B, à J0 les souris HE enterrent un nombre de billes significativement inférieur à celui des souris 

nTg quel que soit le traitement qui sera appliqué ensuite. Le traitement à l’AMB ne modifie pas le 

comportement d’enfouissement des billes chez les souris nTg quel que soit le temps de traitement. A 

partir de J+30, les souris HE AMB enfouissent un nombre de billes significativement plus élevé que les 

souris HE Veh. L’AMB favorise donc l’enfouissement des billes chez les souris HE et permet de restaurer 

le comportement anxieux qui correspond au comportement attendu face aux billes.  

Nous avons ensuite utilisé le test de l’openfield pour étudier les effets du génotype ou de l’AMB sur le 

comportement exploratoire des animaux (figure supplémentaire 4). La figure supplémentaire 4A 

montre les tracés représentatifs du déplacement des souris nTg et HE dans l’openfield avant le début 

du traitement (J0). Les souris nTg restent à la périphérie de l’arène et se déplacent rarement dans le 

centre de celle-ci. A l’inverse, les souris HE ont un profil d’exploration de l’arène totalement différent 

des souris nTg. En effet, les tracés indiquent que les souris HE se déplacent de manière aléatoire en 

effectuant de nombreux passages au centre et dans les bords de l’arène. Nous avons quantifié 2 

paramètres : la distance parcourue dans l’arène (en cm) et le nombre de passage des souris dans le 

centre de l’arène (figure supplémentaire 4B-C). A J0, les souris HE parcourent une distance de 41% 

plus élevée que les souris nTg (nTg : 3736 ± 294,4 vs HE : 6331 ± 630,0) (figure supplémentaire 4B) et 

passent dans le centre de l’arène 63% plus que les souris nTg (nTg : 7,9 ± 1,3 vs HE : 22,0 ± 4,2) (figure 



137 
 

supplémentaire 4C). Ensuite, nous avons étudié les effets de l’AMB sur le comportement exploratoire 

des souris HE. Nous avons étudié individuellement les profils exploratoires des souris HE Veh et des HE 

AMB. Comme le montre la figure supplémentaire 4D, le profil d’exploration des souris HE (tout 

traitement confondu) est très différent au sein d’un même groupe. Les souris HE Veh n°2 et n°3 ont un 

comportement exploratoire qui diminue fortement entre J0 et J+80 alors qu’il n’est pas modifié pour 

la souris n°1. Les tracés du comportement exploratoire des souris HE AMB montrent également une 

diminution entre J0 et J80. L’analyse de la distance et de la fréquence de passage dans le centre de 

l’arène ne révèle aucune différence significative entre les souris HE Veh et les souris HE AMB. 

Cependant on peut noter une tendance à la baisse de ces paramètres chez les souris HE AMB. (figure 

supplémentaire 4E).   

2.5. L’AMB module l’expression des gènes de la voie lysosomale et autophagique  

Le processus autophagique est fortement perturbé dans la SLA et la DFT. Les patients DFT porteurs de 

la mutation CHMP2Bintron5 présentent des accumulations d’endosomes tardifs dans les neurones du 

cortex frontal (Urwin et al., 2010). Compte tenu de l'implication de CHMP2Bintron5 dans les processus 

lysosomaux et autophagique, nous avons vérifié si l'AMB peut moduler l’expression des gènes de ces 

voies (figure 4). Nous avons mesuré l’expression de trois gènes en relation avec la fonction 

lysosomale dans la moelle épinière des souris : la cathepsine D (CathD), la cathepsine Z (CathZ), deux 

protéases lysosomales, et Gnptab (figure 4A-C), une enzyme qui initie la synthèse de mannose-6 

phosphate nécessaire à l’adressage des hydrolases acides au lysosome. L’expression de la CathD est 2 

fois plus élevée chez les souris nTg AMB par rapport aux souris nTg Veh ainsi que chez les souris HE 

Veh par rapport aux souris nTg Veh. Le traitement à l’AMB induit une augmentation de 23% de 

l’expression de la CathD chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh (figure 4A). L’expression 

de la CathZ est 1,75 fois supérieure chez les souris HE Veh par rapport aux souris nTg Veh. Le traitement 

à l’AMB ne modifie pas l’expression de la CathZ chez les souris nTg en revanche, elle prévient 

l’induction de la CathZ chez les souris HE (figure 4B). Par rapport aux souris nTg Veh, l’expression de 

Gnptab est diminuée chez les souris HE Veh. Le traitement à l’AMB réduit de 30-40% l’expression de 

Gnptab par rapport à l’expression du contrôle correspondant (Veh) quel que soit le génotype (figure 

4C). 

Nous avons ensuite mesuré l’expression de 3 facteurs impliqués dans l’autophagie : ULK-1, une kinase 

impliquée dans l’initiation de l’autophagie, Beclin-1, une protéine impliquée dans la formation et la 

maturation des autophagosomes, et P62, une protéine adaptatrice qui assure l’adressage des 

protéines ubiquitinées à l’autophagosome (figure 4D-F). L’expression de Ulk-1 est diminuée de 20% 

chez HE Veh par rapport aux souris nTg Veh. Après un traitement à l’AMB des souris HE, l’expression 
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de Ulk-1 est restaurée et revient à un niveau comparable à celle mesurée chez les souris nTg traitées 

à l’AMB ou au Veh (figure 4D). Le traitement à l’AMB ne modifie pas l’expression de Beclin-1 chez les 

nTg par rapport aux nTg Veh. L’expression de Beclin-1 diminue de 20% chez les souris HE Veh par 

rapport aux souris nTg Veh. En revanche, l’expression de Beclin-1 est diminuée de 10% chez les souris 

HE AMB par rapport aux souris HE Veh (figure 4E). Enfin, aucune différence d’expression de P62 n’est 

observée entre les souris HE Veh et les souris nTg Veh. L’expression de P62 est réduite de 40% chez les 

souris HE AMB par rapport aux souris nTg AMB et de 20% par rapport aux souris HE Veh (figure 4F).  

Afin de visualiser simultanément la distribution et la localisation de la CathD et de P62 dans la ME et 

de déterminer si l’AMB empêche l’accumulation de ces protéines dans le cytoplasme des MN, nous 

avons réalisé des co-marquages immunohistochimiques (figure 4G). Chez les souris nTg Veh on 

observe un marquage ponctiforme de petite taille, distribué dans l’ensemble du cytoplasme des MN 

pour la CathD et P62 avec une densité de marquage P62 inférieure à celle de la CathD. Le traitement à 

l’AMB semble réduire l’immunoréactivité CathD sans modifier celle de P62. De plus, on n’observe pas 

de colocalisation des marquages pour ces deux protéines. Chez les souris HE Veh, on observe une très 

forte augmentation des immunoréactivités CathD et P62 par rapport aux souris nTg Veh avec la 

présence de structures de très grande taille (flèches) qui correspondent à des agrégats protéiques. 

Chez les souris HE AMB, on note une forte réduction des deux marquages avec une baisse du nombre 

et de la taille des agrégats.  

Pour conclure le traitement à l’AMB module l’expression des gènes de la voie lysosomale et ceux 

impliqués dans l’autophagie. L’AMB semble également limiter les agrégats protéiques dans les MN de 

la moelle épinière des souris HE.  

3. Discussion 

3.1. L’AMB préserve les unités motrices des souris CHMP2Bintron5 

Au cours de la SLA, les patients développent une paralysie qui s’aggrave progressivement avec 

l’évolution de la maladie. Dans cette étude réalisée sur le modèle de SLA-DFT CHMP2Bintron5, nous 

mettons en évidence une perte de la force musculaire au cours du temps ainsi que des performances 

motrices altérées. Ces effets du mutant CHMP2Bintron5 avaient déjà préalablement été mis en évidence 

dans Vernay et collaborateurs (2016). Le traitement à l’AMB permet de ralentir la perte de la force 

musculaire sans pour autant améliorer les performances motrices de ces animaux. Nous montrons 

également que ces souris développent une forte dénervation musculaire associée à la mise en place 

d’une paralysie progressive. Cette dénervation avait déjà été décrite par Vernay et collaborateurs 

(2016). Cependant, nous montrons que cette dénervation est également associée à une perte de MN 
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dans la moelle épinière à l’âge de 21 mois. L’étude de Vernay et collaborateurs (2016) n’avait pas mis 

en évidence de perte de MN à un stade terminal, où la paralysie ne permet plus à la souris de se 

retourner lorsqu’elle est placée sur le côté. Cette différence de résultats pourrait s’expliquer par le fait 

que dans l’étude décrivant le modèle, le comptage des MN réalisé après un immunomarquage de la 

ChAT, ne prenait pas en compte la taille du soma des MN. L’immunomarquage ChAT ne permet pas de 

différencier les MN α des MN γ ; or seuls les MN α dégénèrent dans la SLA (Roselli and Caroni, 2014). 

De plus, lors des processus neurodégénératifs, il existe une atrophie progressive du soma avant que le 

MN ne meure. Au niveau lombaire plus de 85% des MN α ont un soma dont la surface est ≥400µm2 

alors que tous les MN γ ont un soma dont la surface est < 400µm². Dans ce travail, nous n’avons compté 

que les MN dont la taille était supérieure à 400µm² (soit les MN qui survivent) et non l’ensemble des 

corps cellulaires immunoréactifs à la ChAT, ce qui montre donc que l’expression du mutant conduit à 

une perte de MN caractéristique de la SLA.  

Nous avons également montré qu’un traitement des souris HE à l’AMB initié à un stade 

symptomatique, stade qui correspond à l’état du patient lorsqu’il vient en consultation pour se faire 

diagnostiquer, permet de ralentir la progression des symptômes moteurs. Il est intéressant d’étudier 

les effets de l’AMB à un âge symptomatique car cela permet de mieux considérer les effets potentiels 

de la molécule sur les patients déjà atteints par la maladie. Le fait que l’AMB puisse ralentir la perte de 

la force musculaire permet d’envisager que la molécule puisse aussi avoir des effets bénéfiques chez 

le patient. De plus, comme dans le modèle Sod1G86R (Bouscary et al., 2019), nous montrons que l’AMB 

préserve les MN et les JNM des souris HE, et  que les effets bénéfiques de l’AMB sur la composante 

motrice peuvent être retrouvés dans un autre modèle transgénique de la maladie. Toutefois, dans le 

modèle Sod1G86R, même si l’AMB protège les MN, préserve les JNM et prolonge la survie, la molécule 

ne suffit cependant pas à empêcher la mort des animaux (Bouscary et al., 2019). Rouaux et 

collaborateurs avaient déjà montré, dans le modèle Sod1G86R, que préserver le nombre de MN n’était 

pas suffisant pour augmenter la survie des souris car la stabilisation de la JNM est essentielle (Rouaux 

et al., 2007). Dans notre étude, nous n’avons pas vérifié si l’AMB est capable d’augmenter la survie des 

souris HE. Cependant, le traitement a permis d’empêcher l’augmentation de l’expression des 

marqueurs de dénervation : l’AchR α et l’atrogine-1, mais pas celui du marqueur post-synaptique 

MuSK. L’expression de l’AchR α est induite en réponse à la dénervation ou au dysfonctionnement 

synaptique (Duclert and Changeux, 1995). L’atrogine-1 est un marqueur important de l’atrophie 

musculaire associé à la perte de la masse musculaire (Pinheiro-Dardis et al., 2017). MuSK est essentiel 

au développement et au maintien de la stabilité des JNM (Sanes and Lichtman, 2001). La perte post-

synaptique de MuSK précède généralement l'altération de l’assemblage des récepteurs à 

l’acétylcholine et l'altération des JNM (Cole et al., 2010). Si l’augmentation de l’AchR α et de l’atrogine-
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1 n’est pas retrouvée en présence d’AMB, c’est probablement parce que MuSK est un marqueur 

précoce de l’altération des JNM et que le traitement retarde la dénervation. Ce qui confirme que même 

si l’AMB ralentit le développement de la maladie, il n’empêche pas son déclenchement. 

3.2. Effets de l’AMB sur le métabolisme des unités motrices  

Chez les patients SLA tout comme chez les modèles murins, les MN qui sont les plus touchés sont les 

MN α liés aux unités motrices « Fast-Fatigable (FF) » (Roselli and Caroni, 2014). Dans ce type d’unité 

motrice, on retrouve des fibres musculaires au métabolisme glycolytique qui ont une contraction 

rapide de grande intensité et présentent une fatigabilité importante. Ces fibres à contraction rapide 

sont plus vulnérables et sont atteintes dès les premiers stades de la SLA tandis que les fibres oxydatives 

à contraction lente résistent davantage (Atkin et al., 2005; Derave et al., 2003; Gordon et al., 2010; 

Hegedus et al., 2007). Les modèles murins SLA basés sur l’expression de mutants de la SOD1 présentent 

des changements métaboliques musculaires. En effet, les muscles des souris Sod1G86R utilisent le 

métabolisme oxydatif plutôt que le métabolisme glycolytique (Palamiuc et al., 2015). Chez la souris 

SOD1G93A, il est également possible d'observer une inversion du métabolisme musculaire (Deforges et 

al., 2009; Hegedus et al., 2008; Scaricamazza et al., 2020) et un changement des proportions des types 

de fibres dans plusieurs muscles (Deforges et al., 2009). Les muscles à contraction rapide évoluent au 

cours de la maladie vers un métabolisme oxydatif qui rend les contractions des muscles plus lentes et 

plus soutenues mais d’intensité inférieure (Sharp et al., 2005). Nous nous sommes donc intéressés au 

profil métabolique d’un muscle majoritairement glycolytique, le muscle gastrocnémien, chez les souris 

HE. L’expression du mutant induit une baisse de l’expression des chaines lourdes de myosine MYHC IIb 

et une augmentation des chaines lourdes de myosine MYHC IIx/d. Les chaines lourdes de myosine 

MYHC IIb sont présentes dans les fibres glycolytiques associées aux unités motrices FF tandis que les 

chaines lourdes de myosine MYHC IIx/d sont présentes dans des fibres dont la fatigabilité et la force 

de contraction sont inférieures et dont le métabolisme est mixte : glycolytique et oxydatif. Le 

traitement à l’AMB empêche l’induction de MyHC IIx/d, mais ne modifie pas l’expression de la MyHC 

IIb par rapport aux souris HE non traitées. Ces résultats suggèrent que l’AMB est capable d’influencer 

le métabolisme énergétique au niveau musculaire. Chez les souris SOD1G93A les changements 

métaboliques des fibres musculaires sont liés à des changements mitochondriaux (Scaricamazza et al., 

2020). De nombreuses études montrent que la peroxydation des lipides dans les maladies 

neurodégénératives est liée à des dysfonctionnements mitochondriaux (Panchal et al., 2019). L’AMB 

est un inhibiteur de la peroxydation des lipides dans les poumons et le cœur (Nowak et al., 1995; 

Wiktorska et al., 2010). En limitant la peroxydation des lipides, il est possible que l’AMB module 

différents acteurs mitochondriaux impliqués dans les changements métaboliques des fibres 

musculaires squelettiques. Il est notamment montré que l’AMB augmente l’expression de PGC-1α, un 
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acteur de la biogénèse mitochondriale mais active aussi le facteur de transcription TFEB (Magalhaes et 

al., 2018) qui est un régulateur des voies lysosomales et autophagiques (comprenant la mitophagie et 

macroautophagie) (Ivankovic et al., 2016; Settembre et al., 2012; Wu et al., 2009). Ainsi, les effets de 

l’AMB sur la biogénèse mitochondriale méritent d’être étudiés. Enfin, une étude récente montre que 

la délétion en facteurs neurotrophiques BDNF chez la souris induit également une conversion des 

fibres rapides à lentes (Delezie et al., 2019). GBA2 se trouve au niveau de la membrane cellulaire où il 

assure la dégradation du GlcCer en céramide. En inhibant GBA2, il est possible que l’AMB assure un 

certain pool de glycosphingolipides à la membrane qui favorise la conversion du GlcCer en 

glycosphingolipides plus complexes, notamment en ganglioside GM1. Il est connu que le ganglioside 

GM1 interagit et potentialise les récepteurs au BDNF TrkB impliqués dans le bon développement du 

système nerveux (Bachis et al., 2002; Fukumoto et al., 2000; Furukawa et al., 2014; Pitto et al., 1998). 

L’un des mécanismes de l’AMB pourrait donc être que l’inhibition de GBA2 favorise l’activation des 

facteurs neurotrophiques via leur liaison avec GM1, ce qui contribue ainsi à la croissance axonale et 

dendritique, comme nous l’avions préalablement montré in vivo et in vitro (Bouscary et al., 2019). 

Ainsi, plusieurs hypothèses non exclusives tendent à expliquer l’impact de l’AMB sur l’intégrité des 

unités motrices. Le mécanisme d’action de l’AMB sur les unités motrices reste donc à éclaircir.  

3.3. L’AMB modère la progression des altérations comportementales des souris 

CHMP2Bintron5  

Les patients DFT présentent un déclin cognitif engendrant des altérations comportementales. Parmi 

celles-ci, on retrouve la diminution de l’anxiété et la désinhibition. Ici, nous avons souhaité savoir si 

l’AMB peut restaurer ou ralentir ces symptômes qui sont décrits chez les souris HE comme chez les 

patients (Vernay et al., 2016). Nos résultats montrent que l’AMB ramène le niveau d’anxiété à une 

valeur normale, comparable à celle observée chez les souris nTg sans pour autant modifier le 

comportement désinhibé des souris. Pour étudier l’anxiété, nous avons utilisé le test d’enfouissement 

des billes (MB). Le MB est un test anxiogène basé sur le comportement réflexe des rongeurs qui 

consiste à enterrer les objets qu’ils considèrent comme « nocifs ». Ce test est à l’origine utilisé pour 

étudier le trouble obsessionnel-compulsif (TOC), l'autisme, la motivation et le comportement anxieux 

des rongeurs (de Brouwer et al., 2019; Dixit et al., 2020). En présence des billes, les souris nTg ont un 

comportement anxieux qui les motive à enterrer celles-ci. Dans notre étude, les souris HE n'enterrent 

pas ou peu les billes. Ce comportement suggère un manque d'intérêt des souris pour les billes ou une 

désinhibition qui altère leur perception du danger, comme cela peut s’observer chez les malades 

atteints de DFT. Cependant, après 30 jours de traitement à l’AMB ce désintérêt pour les billes a 

fortement diminué, les souris HE recommencent à enterrer une partie des billes, suggérant un effet 
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positif de la molécule sur le comportement des animaux avec une restauration, au moins partielle, 

d’un comportement normal.  

En parallèle, nous avons étudié les effets de l’AMB sur la désinhibition des souris HE en observant leur 

comportement exploratoire. Le test de l’openfield permet d’étudier l’anxiété naturelle et le 

comportement exploratoire des souris placées dans un environnement inconnu et ouvert. Dans un 

contexte non pathologique, les souris passent naturellement plus de temps en périphérie de l’arène 

qu’au centre. Dans notre étude, avant le début du traitement, les souris HE montrent une altération 

globale du comportement exploratoire avec en particulier une diminution nette du thygmotactisme 

(comportement naturel qui consiste à se déplacer le long des parois de l’arène) et une augmentation 

de la distance parcourue par rapport aux souris nTg. Statistiquement, l’AMB ne modifie pas le 

comportement des souris HE bien qu’on observe une tendance à la diminution de la distance 

parcourue et de la fréquence de passage au centre chez les souris traitées. L’observation détaillée des 

tracés met en évidence une très forte variabilité interindividuelle au sein des groupes qui ne permet 

pas de conclure. Néanmoins, comme les souris HE traitées à l’AMB conservent globalement leur force 

musculaire et que la distance qu’elles parcourent et le temps qu’elles passent au centre semblent 

s’améliorer avec le traitement, nous ne pouvons exclure l’hypothèse que l’AMB ait un effet sur le 

comportement exploratoire et/ou l’anxiété. En effet, malgré la distance parcourue qui reste élevée, le 

thygmotactisme des souris HE AMB semble s’améliorer et se rapproche de celui des souris nTg. Ces 

données associées à celles obtenues lors du test d’enfouissement des billes permettent donc 

d’envisager un effet de la molécule sur la composante comportementale qui est montrée comme 

fortement altérée chez ce modèle. En plus de ralentir la progression des symptômes moteurs, l’AMB 

semble également modérer la progression des altérations comportementales retrouvées chez les 

souris HE. 

3.4. L’AMB stimule la voie lysosomale  

Dans la DFT, peu d'études s’intéressent au métabolisme des sphingolipides chez les patients. 

Cependant, certaines mutations DFT également associées à la SLA, comme celles retrouvées dans le 

gène PRGN (Progranuline) ont été associées à une accumulation de sphingolipides dans les neurones 

(Valdez et al., 2020), un déficit de la fonction lysosomale et une altération de l'activité enzymatique de 

GBA1 (Arrant et al., 2019; Valdez et al., 2020). L’AMB est connu pour être une molécule chaperonne 

de l'enzyme GBA1 tout en inhibant l’enzyme GBA2. L’AMB favorise l’adressage de GBA1 vers le 

lysosome (Ambrosi et al., 2015; Luan et al., 2013; Maegawa et al., 2009; McNeill et al., 2014; Siebert 

et al., 2014). Des données in vitro montrent un lien étroit entre GBA1 et la CathD. La CathD est 

impliquée dans le clivage de la prosaposine en saposine C, une protéine activatrice de GBA1 (Hiraiwa 
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et al., 1997; Tamargo et al., 2012). De plus, l’AMB augmente le niveau de CathD et stimule sa fonction 

enzymatique dans des neurones dopaminergiques (Yang et al., 2020). Par ailleurs, les mutations GBA1 

conduisent à une réduction des niveaux de CathD et de son activité enzymatique. La récente étude 

transcriptomique réalisée sur la moelle épinière de souris HE menée par notre laboratoire montre que 

chez les souris HE, l’expression des CathD et CathZ est augmentée (Waegaert et al., 2020). Dans notre 

étude, nous retrouvons également l’augmentation des CathD et CathZ dans la moelle épinière des 

souris HE par rapport aux souris nTg. Parallèlement, l’expression de Gnptab est réprimée chez les HE 

et cette répression est accentuée lors du traitement à l’AMB. Ce traitement réprime également 

l’expression de Gnptab chez les souris nTg. Le gène Gnptab code pour l’enzyme (GlcNAc)-1-

phosphotransférase impliquée dans le transport des hydrolases acide vers le lysosome. La (GlcNAc)-1-

phosphotransférase est capable de réduire l’expression de l’hydrolase acide Cathepsine K (Lei et al., 

2015). Si la (GlcNAc)-1-phosphotransférase est également un répresseur de la CathD, la diminution de 

l’expression de Gnptab chez les souris HE pourrait elle aussi expliquer l’augmentation de l’expression 

de la CathD. Mettre ces résultats en lien avec la littérature permet d’expliquer pourquoi un traitement 

à l’AMB amplifie davantage la surexpression de la CathD chez ces animaux. Fait intéressant, les souris 

nTg traitées à l’AMB montrent aussi une augmentation de l’expression de CathD, ce qui est en accord 

avec les travaux de Yang et al., 2020. L’étude des immunomarquages CathD révèle que les MN des 

souris HE contiennent des agrégats CathD qui pourraient être la conséquence de l’augmentation de 

son expression. Toutefois, l’immunoréactivité de la CathD semble globalement moins forte chez les 

souris traitées à l’AMB quel que soit le génotype, ce qui semble en contradiction avec l’expression 

augmentée de la CathD et les données de la littérature.  Nous nous attendions à observer une 

immunoréactivité CathD plus forte or, les MN des souris HE traitées à l’AMB contiennent moins 

d’agrégats CathD que ceux des souris HE non traitées. Des études in vitro ont montré que l’AMB 

stimule l’exocytose et la libération d’exosomes (Fois et al., 2015; Magalhaes et al., 2018), et dans des 

modèles de maladie de Parkinson, la molécule est capable de diminuer les agrégats d’α-synucléine 

dans des lignées cellulaires murines et humaines (Magalhaes et al., 2018; Mazzulli et al., 2016; McNeill 

et al., 2014; Yang et al., 2017). Il est donc possible que l’AMB participe à la clairance des agrégats 

cytoplasmiques par stimulation de la voie exosomale. 

La CathZ est induite chez les souris HE. Bien qu’elle intervienne dans les processus d’inflammation 

(Allan et al., 2017; Campden and Zhang, 2019; Stichel and Luebbert, 2007), le rôle de la CathZ dans les 

maladies neurodégénératives reste obscur. Dans la maladie d’Alzheimer, la CathZ abolie l’activité de 

la γ-enolase un facteur neurotrophique impliqué dans la croissance, la différenciation et la survie des 

neurones (Hafner et al., 2013). Des études in vitro suggèrent que l’inhibition de la CathZ limite les 

processus d’apoptose (Pišlar et al., 2014), induit la formation des neurites et augmente la survie 
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neuronale (Obermajer et al., 2009). Dans des conditions physiologiques normales l’AMB ne modifie 

pas l’expression de la CathZ. Cependant, chez les souris HE, le traitement à l’AMB prévient 

l’augmentation de la CathZ dont l’expression revient à un niveau comparable à celui des souris nTg.  

En limitant l’expression de la CathZ, l’AMB pourrait donc exercer des propriétés neuroprotectrices 

et/ou neurotrophiques et participer au maintien des JNM.   

Les données de la littérature montrent également que l’AMB stimule la fonction lysosomale (Ambrosi 

et al., 2015; Magalhaes et al., 2018; Mazzulli et al., 2016; McNeill et al., 2014; Yang et al., 2020). Nos 

résultats permettent d’émettre une hypothèse semblable dans notre modèle. GNPTAB fait partie de 

la voie mannose-6-phosphate (M6P) qui permet d’acheminer les hydrolases acides vers le lysosome. 

Une étude suggère que la CathZ serait adressée vers le lysosome par la voie M6P qui dépend de 

GNPTAB (Blanz et al., 2015). Toutefois, Il existe des voies indépendantes de la M6P. C’est notamment 

le cas de l’adressage de GBA1 et de la CathD vers le lysosome (Coutinho et al., 2012). L’adressage de 

GBA1 vers le lysosome fait intervenir le récepteur LIMP-2 (Blanz et al., 2015; Reczek et al., 2007) tandis 

que celui de la CathD fait intervenir le récepteur Sortilin (Coutinho et al., 2012). In vitro, l’AMB 

augmente l’expression de la protéine LIMP-2 (Ambrosi et al., 2015; Magalhaes et al., 2018). Ces 

données de la littérature suggèrent que l’AMB stimule l’adressage des protéines vers le lysosome 

lorsqu’elles sont indépendantes du M6P au détriment de la voie M6P. Cela expliquerait la diminution 

de l’expression de Gnptab et de la CathZ, ainsi que l’augmentation de l’expression de la CathD. Pour 

confirmer cette hypothèse, il faudrait mesurer les niveaux protéiques de LIMP-2, de la Sortilin et de la 

CathD.  

3.5. L’AMB et l’autophagie 

De nombreuses données suggèrent que les inclusions protéiques retrouvées dans les neurones des 

patients SLA et DFT sont la conséquence d’un processus autophagique altéré. CHMP2B est un 

composant du "complexe endosomal requis pour le transport-III" (ESCRT-III). Par sa liaison au 

complexe ESCRT III, CHMP2B intervient dans la formation des d’endosomes tardifs (ou corps 

multivésiculaires ou CMV) qui fusionnent avec les autophagosomes puis les lysosomes pour dégrader 

leur contenu. CHMP2B est donc essentiel pour la formation des endosomes et le trafic autophagique. 

Les neurones du cortex frontal des patients DFT porteurs de la mutation CHMP2Bintron5 présentent des 

accumulations de CMV contenant la protéine CHMP2B mutée (Skibinski et al., 2005; Urwin et al., 

2010). Le processus autophagique dans cette mutation semble donc fortement impacté. Nous avons 

donc analysé l'expression de quelques gènes impliqués dans l’autophagie et nous avons regardé si 

l'AMB module l'expression de ces gènes. 
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Notre étude montre que les souris HE présentent une diminution de l’expression de Ulk1 et de Beclin-

1 par rapport aux souris nTg. ULK1 est un régulateur de l'initiation de l'autophagie et BECLIN-1 est 

impliqué dans la formation des autophagosomes (Harvald et al., 2015). Ces données suggèrent que 

chez les souris HE, il existe une répression de l’autophagie. Ces résultats vont dans le sens des données 

non publiées du laboratoire. En effet, la diminution de l’expression de Beclin-1 et de Ulk1 est associée 

à une diminution de la formation des lysosomes et des autophagosomes. Fait intéressant, le traitement 

à l’AMB rétabli l’expression de Ulk-1 à un niveau comparable à celui des souris nTg. Néanmoins, la 

diminution de l’expression de Beclin-1 est encore plus accentuée chez les souris HE après traitement à 

l’AMB. L’activation de BECLIN-1 se fait par le complexe ULK, qui comprend ULK1 et ULK2. Pour que 

l’autophagie soit induite et que BECLIN-1 soit activé, la protéine BCL-2 doit libérer BECLIN-1 (Harvald 

et al., 2015). La diminution de Beclin-1 dans notre étude, chez les souris HE qu’elles soient traitées ou 

non à l’AMB, révèle peut-être que la protéine BECLIN-1 est encore associée à BCL-2, ce qui ne permet 

pas d’enclencher le processus autophagique.  

En parallèle, nos immunomarquages mettent en évidence une agrégation importante de P62 chez les 

souris HE bien que son expression soit inchangée. Le traitement AMB a fortement diminué l’expression 

de P62 ainsi que ses agrégats cytoplasmiques. Dans la macroautophagie P62 intervient en aval de 

BECLIN-1. Lorsque l’autophagie se met en place, P62 se lie à LC3-II ainsi qu’aux protéines marquées à 

l'ubiquitine dans l’autophagosome (Harvald et al., 2015). Bien que l’expression de P62 ne semble pas 

modifiée chez les souris HE non traitées, la forte répression de Beclin-1 par l’AMB pourrait 

indirectement induire la réduction de P62. Il est donc possible que comme chez les souris HE contrôles, 

la formation de l’autophagosome chez les souris HE traitées à l’AMB soit altérée. Le traitement à l’AMB 

n’est donc pas suffisant pour rétablir le processus autophagique. Toutefois, une étude récente menée 

in vitro sur des neurones corticaux primaires murin suggère que l’AMB bloque l'autophagie mais 

stimule l’élimination des agrégats protéiques par activation de la voie exosomale (Magalhaes et al., 

2018). Il est donc nécessaire d’éclaircir les effets de l’AMB sur le processus autophagique, afin de 

préciser quels acteurs intracellulaires sont effectivement mis en jeu.  

3.6. L’AMB et la neuroinflammation associée à la microglie  

La neuroinflammation est une caractéristique clinique de la SLA et de la DFT. Une forte activation gliale 

est observée dans le système nerveux central des patients SLA et principalement au niveaux des lobes 

frontaux et temporaux des patients DFT (Alshikho et al., 2018; Cagnin et al., 2004; Corcia et al., 2012). 

Cette neuroinflammation joue un rôle crucial dans la physiopathologie de la maladie où les cellules 

astrocytaires et microgliales peuvent influencer la survie des MN (Appel, 2011; Souza et al., 2016). 

Dans les modèles murins CHMP2Bintron5 dont le nôtre, on observe une forte activation de la microglie 
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et des astrocytes au niveau du cortex qui s’accentue avec la progression de la maladie (Clayton et al., 

2017; Gascon et al., 2014; Ghazi-Noori et al., 2012; Vernay et al., 2016). Dans notre étude, l’expression 

des gènes Iba1 et Gfap, respectivement marqueurs de la microglie et des astrocytes, est très fortement 

induite au niveau de la moelle épinière des HE. Le traitement à l’AMB prévient l’augmentation de 

l’expression d’Iba1, sans pour autant empêcher l’élévation de Gfap. Nos résultats sur la microglie vont 

dans le sens d’une étude très récente qui montre que l’AMB améliore la survie des neurones en 

réduisant le stress du réticulum endoplasmique (RE) des cellules microgliales dans le cas d’une 

hémorragie cérébrale (Jiang et al., 2020a). Fait intéressant, l'AMB réduit également le stress du RE 

dans un modèle de maladie de Parkinson chez Drosophila Melanogaster basé sur une mutation dans 

le gène GBA1 (Sanchez-Martinez et al., 2016). Prises dans leur ensemble, ces données suggèrent donc 

que l’AMB puisse moduler la neuroinflammation, ce qui rendrait intéressant son utilisation dans le 

traitement des maladies neurodégénératives où elle est fortement présente. Lorsque les cellules 

neuronales sont endommagées, la microglie s’active et de nombreux médiateurs cytotoxiques et 

inflammatoires sont libérés. Ces facteurs affectent alors les autres neurones et astrocytes voisins 

(Hanisch, 2002; Kreutzberg, 1996; Souza et al., 2016). Toutefois, l’activation astrocytaire semble 

précéder l’activation microgliale. Dans le modèle murin SOD1G85R, la suppression  de la protéine mutée 

SOD1G85R uniquement dans les astrocytes, permet de retarder l’activation microgliale et de ralentir la 

progression de la maladie (Wang et al., 2011). A l’inverse, une étude chez le rat montre que 

l’implantation d’astrocytes exprimant la protéine mutée SOD1G93A chez un rat nTg, induit une 

activation microgliale et une dégénérescence des MN de la moelle épinière (Papadeas et al., 2011). 

Dans notre étude, l’AMB semble retarder l’activation microgliale bien que les astrocytes soient activés. 

Dans la neuroinflammation, la microglie de type M2 est anti-inflammatoire et associée aux processus 

de neuroprotection en sécrétant des facteurs neurotrophiques comme le BDNF, à l’inverse de la 

microglie pro-inflammatoire de type M1 qui sécrète du TNF-α et des interleukines de type IL-6 et IL-1β 

(Appel, 2011; Souza et al., 2016). Des études montrent que l’AMB limite la synthèse de ces cytokines 

pro-inflammatoires (Jang et al., 2003). Par ailleurs, la déficience en CathZ, fortement sécrétée au 

niveau cérébral (Nakanishi, 2003; Wendt et al., 2007), réduit la neuroinflammation et diminue la 

sécrétion d’interleukines IL-1β dans un modèle murin de sclérose en plaques (Allan et al., 2017). Nous 

avons vu que l’AMB réduit les niveaux de CathZ chez les souris HE. Les effets de l’AMB sur les cytokines 

pourraient donc passer par ses effets sur la CathZ. Afin de mieux comprendre les effets de l’AMB sur 

la neuroinflammation, il serait intéressant de compter les cellules microgliales et d’étudier la 

morphologie de la microglie chez les souris HE après traitement ainsi que d’analyser les molécules 

sécrétées par ces cellules. Cela permettrait d’évaluer si l’AMB est suffisant pour limiter l’activation et 

la prolifération microglie de type M1. 
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4. Conclusion 

Nos données montrent que l’AMB ralentit l’apparition des symptômes moteurs d’un second modèle 

murin de SLA indépendant du gène SOD1. Une partie des effets de l’AMB semble passer par la 

préservation des unités motrices. Nous montrons également que l’AMB limite les altérations 

comportementales associées à la DFT. Cet aspect n’avait encore jamais été étudié dans la SLA-DFT et 

mérite d’être mieux approfondi. Afin de comprendre les mécanismes sous-tendant ces effets observés, 

nous avons analysé la voie lysosomale et la voie autophagique. Nos premiers résultats montrent que 

l’AMB stimule l’adressage des protéines vers le lysosome lorsqu’il est indépendant du M6P. En effet, 

la voie M6P associée à la (GlcNAc)-1-phosphotransférase semble inhibée. Néanmoins, malgré les 

données de la littérature qui montrent que l’AMB bloque l’autophagie, nos résultats ne permettent 

pas de conclure à un tel effet. Nous avons cependant observé que l’AMB participe à la clairance des 

agrégats cytoplasmiques (figure 5). Enfin, nous avons montré que l’AMB empêche l’activation 

microgliale, ce qui suggère un rôle de la molécule dans la modulation de la neuroinflammation qui doit 

être approfondi. Ainsi, nos résultats associés à ceux de la littérature montrent le potentiel 

thérapeutique de l’AMB pour le traitement de la SLA et permettent d’envisager un repositionnement 

de la molécule dans ce domaine.  
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6. Figures et légendes 

 
Figure 1 : L’AMB préserve la force musculaire des souris transgéniques CHMP2Bintron5.  
(A) Evolution de la masse corporelle des souris CHMP2Bintron5 (HE) et des souris non-transgéniques (nTg) après un 
traitement à l’ambroxol (AMB) ou à l’eau (« Veh » pour véhicule). Il n’existe aucune différence significative entre 
les souris quel que soit leur génotype. (B) Evolution de la force musculaire des souris au cours du temps. L’AMB 
améliore la force musculaire des souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh. Il n’existe aucune différence 
significative entre les souris nTg quel que soit le traitement. (C) Test du rotarod permettant l’évaluation de la 
coordination motrice et la fatigabilité au cours du temps. L’AMB n’a pas d’effets sur les performances des souris. 
Les valeurs de cette figure sont exprimées en moyenne ± ESM ; n = 5-7/groupe pour les souris nTg et n=20-
22/groupe pour les souris HE.  
Statistiques : Anova à deux facteurs ;  
# p-value HE Veh vs HE AMB : #p <0,05 ; ##p <0,01 ; ###p <0,001. 
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Figure 2 : L’AMB préserve les MN de la neurodégénérescence et maintient l’innervation musculaire des souris 

CHMP2Bintron5.  
(A) Images représentatives de la corne ventrale de la moelle épinière lombaire située au niveau L1-L3 après 
immunohistochimie avec l’anticorps anti-choline acétyl transférase (ChAT ; en rouge) qui marque les 
motoneurones (MN). Les cornes ventrales sont délimitées par des lignes en pointillées. Barre d'échelle = 100 μm. 
(B) Quantification des cellules positives pour le marquage ChAT et dont la superficie du soma est supérieure à 
400 μm2, au niveau de la corne ventrale de la moelle épinière. L’AMB préserve le nombre de MN des souris HE 
AMB par rapport aux souris HE Veh ; n=4/groupe pour les souris non-transgéniques (nTg) et n=6-7/groupe pour 
les souris HE. (C) Images représentatives de JNM innervées (image de gauche) ou dénervées (image de droite) 
(α-bungarotoxine (BTX) : en rouge ; neurofilament (NF) et synaptophysine (SYN) : en vert). Barre d'échelle = 50 
μm. (D) Intégrité des JNM du muscle tibial antérieur (n=4/groupe pour les souris nTg et n=7/groupe pour les 
souris HE). L’AMB préserve les JNM des souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh. (E-G) Expression relative 
des niveaux d’ARNm des marqueurs de dénervation de la sous-unité α du récepteur nicotinique à l’acétylcholine 
(AchR α) (E), Atrogine-1 (F) et MuSK (G) dans le muscle gastrocnémien des souris. L’AMB réduit l’expression de 
AChR α et de l’Atrogine-1 chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh mais n’a pas d’effet sur 
l’expression de MuSK ; n=4-6/groupe pour les souris nTg et n=10-13/groupe pour les souris HE. Les valeurs de 
cette figure sont exprimées en moyenne ± ESM.   
Statistiques : Anova à un facteur ;  
# p-value HE Veh vs HE AMB : #p <0,05 ;  
* p-value nTg Veh vs HE Veh ou nTg AMB vs HE AMB : *p <0,05 ; **p <0,01 ; ***p <0,001.  
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Figure 3 : L’AMB améliore le comportement des souris transgéniques CHMP2Bintron5 lors du test 
d'enfouissement des billes.  
Images représentatives (A) et quantification (B) des billes enfouies sous la litière après 30 min de test. Les souris 
CHMP2Bintron5 (HE) enterrent moins de billes que les souris non-transgéniques (nTg). L’AMB améliore le 
comportement d’enfouissement des billes des souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh. Les valeurs de cette 
figure sont exprimées en moyenne ± ESM ; n = 4-7/groupe pour les souris nTg et n=20-22/groupe pour les souris 
HE.  
Statistiques : Anova à deux facteurs ;  
# p-value HE Veh vs HE AMB : #p <0,05. 
* p-value nTg Veh vs HE Veh ou nTg AMB vs HE AMB : *p <0,05 ; **p <0,01 ; ***p <0,001 ; ****p <0,0001.
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Figure 4 : L’AMB module l’expression des gènes de la voie lysosomale et autophagique.  
Niveaux d’ARNm des marqueurs lysosomaux CathD (A), CathZ (B), Gnptab (C) et des marqueurs autophagiques 
Ulk-1 (D), Beclin-1 (E) et P62 (F) dans la moelle épinière des souris. L'AMB augmente l’expression de la CathD 
chez les souris nTg AMB par rapport aux souris nTg Veh et chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh. 
L’AMB ne modifie pas l’expression de la CathZ chez les souris nTg mais la réduit chez les souris HE AMB par 
rapport aux souris HE Veh. L’AMB réduit l’expression de Gnptab chez les souris nTg AMB par rapport aux souris 
nTg Veh et chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh. L’AMB augmente l’expression de Ulk-1, réduit 
l’expression de Beclin-1 et de P62 chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh. (G) Images 
représentatives de la corne ventrale de la moelle épinière lombaire des souris HE et nTg après double 
immunohistochimie avec l’anticorps CathD (en vert) et P62 (en rouge). Barre d'échelle = 20 μm. Les flèches 
indiquent les agrégats dans les MN des souris HE. Les immunoréactivités CathD et P62 sont plus élevées chez les 
souris HE Veh par rapport aux souris nTg Veh. Le traitement à l’AMB diminue fortement l’immunoréactivité 
CathD et les agrégats. 
Les valeurs de cette figure sont exprimées en moyenne ± ESM ; n= 5/groupe pour les souris nTg et n=9-12/groupe 
pour les souris HE.  
Statistiques : Anova à un facteur ;  
# p-value HE Veh vs HE AMB ou nTg Veh vs nTg AMB : #p <0,05 ; ##p <0,01 ; ####p <0,0001 
* p-value nTg Veh vs HE Veh ou nTg AMB vs HE AMB : *p <0,05 ; **p <0,01 ; ***p <0,001 
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Figure supplémentaire 1 : Procédure expérimentale. 
Les animaux ont été surveillées quotidiennement et pesées mensuellement. A 17 mois, un âge symptomatique, 
les souris ont été soumises à des tests d’évaluation de la force musculaire et de la coordination motrice tels que 
le test d’agrippement et du rotarod. Cette âge a été défini comme étant « J-30 », ce qui signifie que les tests ont 
été réalisés 30 jours avant le traitement à l’AMB. A 18 mois, les tests précédents ont été renouvelés et deux tests 
cognitifs ont été ajoutés : le test d’enfouissement des billes et le test en openfield. Après ces tests, le traitement 
à l’AMB a été donné aux souris et défini comme « J0 ». Le test d’agrippement, le test du rotarod et le test des 
billes ont été réalisés 30 jours (J+30), 60 jours (J+60) et 80 jours (J+80) après le traitement à l’AMB. Le test en 
openfield a été renouvelé à J+80. A la suite des tests comportementaux de J+80, les souris ont été sacrifiées et 
leur tissus ont été prélevés. 
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Figure supplémentaire 2 : Niveaux d'ARNm des isoformes des chaînes lourdes de myosines (MyHC).  
Niveaux d'ARNm du marqueur oxydant MyHC I (A), des marqueurs oxydant-glycolytique MyHC IIa (B), du 
marqueur glycolytique MyHC IIb (C) et MyHC IIx/d (D) dans les muscles gastrocnémiens des souris. L’AMB réduit 
l'expression de MyHC IIx/d chez les souris HE par rapport aux souris HE Veh. Les valeurs de cette figure sont 
exprimées en moyenne ± ESM ; n= 5/groupe pour les souris nTg et n=9-12/groupe pour les souris HE.  
Statistiques : Anova à un facteur ;  
# p-value HE Veh vs HE AMB : ### p <0,001 ;  
* p-value nTg Veh vs HE Veh ou nTg AMB vs HE AMB : *p <0,05. 
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Figure supplémentaire 3 : L’AMB réduit l’expression du gène microgliale Iba1 dans la moelle épinière des souris 
CHMP2Bintron5.  
Niveaux d’ARNm du marqueur microgliale Iba1 (A) et du marqueur astrocytaire Gfap (B) dans la moelle épinière 
des souris. L’AMB réduit l'expression de Iba1 chez les souris HE AMB par rapport aux souris HE Veh mais ne réduit 
pas l’expression de Gfap. Les valeurs de cette figure sont exprimées en moyenne ± ESM ; n= 5/groupe pour les 
souris nTg et n=9-12/groupe pour les souris HE.  
Statistiques : Anova à un facteur ;  
# p-value HE Veh vs HE AMB : ####p <0,0001. 
* p-value nTg Veh vs HE Veh ou nTg AMB vs HE AMB : ****p <0,0001. 
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Figure supplémentaire 4 : L’AMB n’a pas d’effet sur le comportement exploratoire des souris transgéniques 
CHMP2Bintron5 (HE).  
(A) Tracés représentatifs des souris non-transgéniques (nTg) et HE enregistrés après 15 minutes dans l’arène 
avant traitement (J0). Les souris HE montrent des tracés de déplacement différents des souris nTg. (B) 
Quantification de la distance totale parcourue dans l'arène et du nombre de passage dans le centre de l’arène 
(C) de l’arène après 15 minutes de test à J0. La distance et la fréquence sont significativement plus élevées chez 
les souris HE par rapport aux souris nTg. (D) Tracés représentatifs des souris HE Veh et HE AMB à J0 et J+80. Les 
tracés montrent une grande variabilité interindividuelle au sein d’un même groupe. (E) Quantification de la 
distance totale parcourue dans l'arène et du nombre de passage dans le centre de l’arène après 15 minutes de 
test à J0 et J+80. Aucune différence significative n'est observée entre les traitements. Les valeurs de cette figure 
sont exprimées en moyenne ± ESM ; n = 4-7/groupe pour les souris nTg et n=20-22/groupe pour les souris HE.  
Statistiques : test t de student ;  
* p-value nTg vs HE ou nTg AMB vs HE AMB : **p <0,01
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Figure 5 : Effets hypothétiques de l’AMB sur les désordres lysosomaux et autophagiques ainsi que sur le muscle 

des souris CHMP2Bintron5. 
A. Dans des conditions physiologiques, le transport des protéines lysosomales débute dans le réticulum 
endoplasmique (RE) (1). GBA1 et CathD sont respectivement transportées par voie vésiculaire par les récepteurs 
LIMP-2 et Sortilin (Sort.) jusqu’à l’appareil de Golgi, puis par voie vésiculaire jusqu’au lysosome où elles 
effectueront leur fonction de dégradation. CathZ est transportée par voie vésiculaire du RE vers l’appareil de 
Golgi où un récepteur Mannose-6-phosphate (M6P) est ajouté par l’enzyme (GlcNAc)-1-phosphotransférase 
(GLC-NAC). CathZ est ensuite transporté jusqu’au lysosome et le récepteur M6P est recyclé vers l’appareil de 
Golgi. Lorsque l’autophagie se met en place (2) ULK1 rejoint le complexe UKL1/2 qui activera BECLIN-1 après 
avoir été libéré par BCL2. Le phagophore se forme et P62 lié aux protéines à dégrader se lie à LC3-II. Une fois 
l’autophagosome crée, il fusionne directement au lysosome ou à l’endosome tardif qui fusionnera par la suite au 
lysosome. Le contenu lysosomal est dégradé par les hydrolases acides (telles que GBA1, CathD, CathZ). En 
parallèle, la JNM (3) est fonctionnelle et stable. 
 
B. Chez les souris CHMP2Bintron5 (HE), on retrouve des accumulations de CathD (1) et la voie M6P est diminuée. 
On retrouve aussi des accumulations de P62 (2). La fusion de l’endosome tardif ou de l’autophagosome avec le 
lysosome est altérée. L’expression des protéines impliquées dans l’autophagie telles que BECLIN-1 et ULK1, est 
fortement diminuée, traduisant une autophagie altérée. Les protéines agrégées accumulée dans le cytoplasme 
ne peuvent donc pas être dégradées. Au niveau du muscle (3), la JNM est fortement impactée par le mutant 
CHMP2intron5. On retrouve une forte dénervation et une instabilité de la JNM qui se traduit par une expression 
des marqueurs de dénervation AchRα, MuSK et Atrogine-1 fortement augmentée. Le métabolisme musculaire 
semble également impacté et les fibres musculaires évoluent d’un métabolisme glycolytique vers un 
métabolisme oxydatif.  
 
C. Après un traitement à l’AMB, l’expression de CathD est augmentée chez les souris CHMP2Bintron5 (1). Selon la 
littérature, la synthèse et le transport de GBA1 sont également stimulés. A l’inverse l’expression de GLC-NAC est 
diminuée. L’AMB semble donc stimuler les voies lysosomales indépendantes du récepteur M6P. On observe 
également une augmentation de l’expression de Ulk-1 et une expression de Beclin-1 diminuée alors que la 
clairance des agrégats cytoplasmiques semble fonctionnelle : les agrégats P62 et CathD sont diminués. Il est 
possible que BCL2 empêche la libération de BECLIN-1. L’autophagie reste donc bloquée, même en présence 
d’AMB. Cependant, l’AMB diminue les agrégats cytoplasmiques en stimulant l’exocytose (2). Au niveau de la JNM 
(3), l’AMB augmente l’accumulation de GlcCer en inhibant son enzyme de dégradation (GBA2). Le GlcCer est 
transformé en GM1 qui va potentialiser les récepteurs TrK et augmenter la plasticité axonale. La dénervation est 
retardée et la JNM stable. 
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Gène 5’ – 3’ (Forward) 3’ – 5’ (Reverse) 

18S TCTGATAAATGCACGCATCC GCCATGCATGTCTAAGTACGC 
AchR α CCACAGACTCAGGGGAGAAG AACGGTGGTGTGTGTTGATG 

Atrogin-1 AGTGAGGACCGGCTACTGTG GATCAAACGCTTGCGAATCT 
Beclin-1 GCCTCTGAAACTGGACACGA TAGCCTCTTCCTCCTGGGTC 
CathD CAACGTGCTTCCGGTCTTTG CTCATTGCCCACCTCCAACT 
CathZ GACCAGGCCGTTATCAACCA TTCGCCCCATGAATTTCGGA 
Gfap AGAAAACCGCATCACCATTC TCACATCACCACGTCCTTGT 

Gnptab AAGATTGGCCCAGCCTACAC TTTCTGGGGGAACGATCAGC 
H2AC CAACGACGAGGAGCTCAACAAG GAAGTTTCCGCAGATTCTGTTGC 
H2AX TCCTGCCCAACATCCAGG TCAGTACTCCTGAGAGGCCTGC 

H1H2BC AACAAGCGCTCGACCATCA GAATTCGCTACGGAGGCTTACT 
Iba1 GAGCCAAAGCAGGGATTTGC AATTGCTTGTTGATCCCCTCCA 

MuSK2 TTCAGCGGGACTGAGAAACT TGTCTTCCACGCTCAGAATG 
MyHC I GCATCCCTAAAGGCAGGCTC ACTTCCGGAGGTAAGGAGCA 

MyHC IIa CGAAGCGAGGCACAAAATGT TTGCTTGCAAAGGAACTTGGG 
MyHC IIb ACAGGACAGTGACAAAGAACG GGTGAAGAGCCGAGAGGTTC 

MyHC II x/d CAAGAGCCGGGACATTGGT TGTTGCAAAGGCTCCAGGTC 
P62 TCCAGCGATGACCTATGCAC TCTCAATCAGTGTGCGGTCC 
Pol2 GCTGGGAGACATAGCACCA TTACTCCCCTGCATGGTCTC 
Tbp CCAATGACTCCTATGACCCCTA CAGCCAAGATTCACGGTAGAT 

Ulk 1 TACACACCTTCTCCCCAAGTG GAGGAACCGGGTCGTGG 

 

Tableau supplémentaire 1 : Séquences des amorces utilisées pour la qPCR. 
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DISCUSSION 
 

A. L’AMB, un potentialisateur des facteurs neurotrophiques ? 

1. L’AMB préserve l’intégrité de l’axe moteur dans deux modèles de SLA 

Depuis quelques années, des études précliniques et cliniques suggèrent que le métabolisme des 

glycosphingolipides est impliqué dans la physiopathologie de la SLA. En effet, nous avons mis en 

évidence, ainsi que d’autres équipes, une dérégulation de la voie du GlcCer ainsi qu’une dérégulation 

d’autres GSLs (par exemple, GM1) dans la moelle épinière des patients SLA et dans les modèles 

animaux (Dodge et al., 2015; Henriques et al., 2015a, 2017, 2018). Nos travaux menés sur la moelle 

épinière lombaire de souris SLA Sod1G86R montrent que l’activité enzymatique de GBA2 est fortement 

augmentée, et cela dès le stade pré-symptomatique. GBA2 est une enzyme non-lysosomale qui 

convertit le GlcCer en céramide au niveau du RE et de la membrane plasmique. GBA2 partage un lien 

étroit avec les fonctions motrices puisque certaines pathologies affectant le système moteur, comme 

la paraplégie spastique héréditaire (SPG46), sont caractérisées par la perte complète de fonction de 

l’enzyme GBA2 (Woeste and Wachten, 2017; Woeste et al., 2019). Dans un contexte de maladie de 

Niemann Pick de type C, l'inhibition de l'activité de GBA2, avec de l’AMP-DNM à forte dose ou du 

Miglustat, améliore le phénotype moteur comme par exemple, la coordination motrice (Marques et 

al., 2015; Wheeler et al., 2019). Pour contrecarrer l’augmentation de GBA2 retrouvée dans la moelle 

épinière des souris Sod1G86R, nous avons utilisé une molécule capable de passer la BHE : l’AMB. En effet, 

en plus de son rôle de chaperon pharmacologique sur GBA1, une enzyme ayant la même fonction que 

GBA2 mais localisée au niveau du lysosome, l’AMB inhibe l'activité enzymatique de GBA2. Au cours de 

ma thèse, j’ai pu mettre en évidence que l'AMB ralentit l'apparition des premiers symptômes moteurs 

de la maladie, préserve l’intégrité des unités motrices et prolonge considérablement la durée de vie 

des souris Sod1G86R. Ces effets bénéfiques de l’AMB ont été retrouvés dans plusieurs de nos cohortes 

de souris Sod1G86R. En parallèle, nous avons démontré que l'AMB stimule la plasticité axonale et la 

récupération motrice dans un modèle de compression du nerf sciatique. À l'appui de ces résultats in 

vivo, nous avons également montré que l'AMB favorise l'allongement du réseau de neurites et la 

formation de JNM dans un modèle in vitro d’unités motrices, basé sur la coculture de myoblastes et 

d’explants de moelle épinière (Bouscary et al., 2019). Afin de confirmer ces résultats, j’ai également 

testé les effets de l’AMB dans un second modèle de SLA : le modèle SLA-DFT CHMP2Bintron5. Etant donné 

la longue phase symptomatique de ce modèle, qui est difficilement compatible avec une étude de 

survie, je me suis concentrée sur les effets de l’AMB sur l’intégrité de l’axe moteur, le comportement 

moteur et cognitif ainsi que sur les voies lysosomales et autophagiques. Dans ce modèle, nous avons 
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à nouveau mis en évidence que l’AMB préserve la force musculaire ainsi que l’axe moteur tout en 

limitant la dénervation et la neurodégénérescence.   

2.  Les effets potentiels de l’AMB sur les facteurs neurotrophiques 

Toutefois, le mécanisme d’action de l’AMB sur les unités motrices reste à définir. En effet, jusqu’ici, 

aucune donnée de la littérature n’avait montré ces propriétés neuroprotectrices de la molécule. Il est 

possible qu’en inhibant GBA2, l’AMB module l’ensemble de la voie des glycosphingolipides, qui sont 

des éléments importants dans la stabilisation des gaines de myéline et dans la transmission de l’influx 

nerveux (Campagna and Fallon, 2006; Marchand et al., 2002; Stetzkowski-Marden et al., 2006). La 

glycosylation du GlcCer peut mener à des métabolites complexes comme le ganglioside GM1. 

L’interaction de GM1 avec les neurotrophines est connue depuis déjà de nombreuses années. GM1 est 

capable de potentialiser les voies de signalisation des neurotrophines, notamment en interagissant 

avec les récepteurs TrkA et TrkB, et en augmentant leur activation induite par les facteurs 

neurotrophiques NGF et BDNF (Duchemin et al., 2002; Mutoh et al., 1995; Olsen and Færgeman, 2017; 

Rabin et al., 2002). De cette manière, GM1 joue un rôle fondamental dans le maintien de l’unité 

motrice. Il facilite ainsi la migration neuronale, l’arborisation dendritique et la croissance axonale (Di 

Biase et al., 2020). Des cas de patients SLA possédant des anticorps ciblant GM1 dans leur sérum ont 

également été répertoriés dans les années 1980 (Pestronk et al., 1988, 1989). Fait intéressant, les 

patients produisant des anticorps dirigés contre GM1 développent une maladie immunologique 

ressemblant à la SLA : la maladie de Guillain-Barré (Harschnitz et al., 2014). Chez les souris Sod1G86R, 

les quantités de gangliosides au niveau de la JNM sont fortement réduites et un traitement au CBE, un 

inhibiteur de GBA1 et de GBA2, permet de reverser ce phénomène (Henriques et al., 2017). Ce qui 

démontre bien l’importance des gangliosides pour l’axe moteur. Ainsi, il est possible que l'inhibition 

pharmacologique de l'activité des GCases par l’AMB ou le CBE, préserve la distribution de 

glycosphingolipides membranaires au niveau des JNM et/ou de la moelle épinière, favorisant la 

conversion du GlcCer en glycosphingolipides plus complexes, notamment en ganglioside GM1.  

Ainsi, nous émettons l'hypothèse que l'AMB est capable d'interagir, indirectement ou directement, 

avec les récepteurs TrK responsables de la croissance et de la survie des neurones. En modifiant les 

niveaux de GlcCer, l’AMB pourrait moduler les niveaux de gangliosides GM1 qui stabiliseraient à leur 

tour les récepteurs Trk, essentiels aux processus neurotrophiques/neuroprotecteurs ou encore les 

récepteurs à l’acétylcholine nécessaires à la bonne transmission du signal nerveux. Ces propriétés 

feraient de la molécule, un traitement potentiel pour ralentir le développement de la SLA, de la SLA-

DFT mais également d’autres maladies neurodégénératives. Pour vérifier ces hypothèses, il pourrait 
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être intéressant d’étudier les 3 voies de signalisation en lien avec l’activation des récepteurs Trk : la 

voie de plasticité Ras/Raf/MEK/Erk, la voie de survie cellulaire PI3K/AKT et la voie de la phospholipase 

C qui peut par exemple, stimuler la plasticité synaptique. La mesure des niveaux de facteurs 

neurotrophiques pourrait ainsi être corrélée à l’activation des différentes voies.   

Enfin, pour compléter nos résultats, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de GBA2, l’inhibiteur 

OM2, dans un modèle murin de compression nerveuse. Les résultats de cette étude indiquent 

clairement que le traitement OM2 améliore la récupération motrice et augmente le nombre de JNM 

innervées. Ce qui nous permet de confirmer l’importance de GBA2 pour l’axe moteur ainsi que pour la 

récupération motrice après compression nerveuse. Ces données renforcent les observations faites 

avec l’AMB. Ainsi il est possible que l’inhibition de GBA2, avec l’AMB ou l’OM2, permette de maintenir 

une distribution de gangliosides au niveau de la membrane cellulaire qui après transformation en 

gangliosides GM1, potentialise la plasticité axonale. 

B. Les sphingolipides et l’AMB dans les processus lysosomal et 

autophagique  

De nos jours, la littérature met en évidence les nombreux points communs entre les maladies 

neurodégénératives et les maladies à surcharge lysosomale (MSL). En effet, de plus en plus d’études 

montrent que dans la SLA et la DFT, comme dans la maladie de Parkinson (MP), la maladie de Gaucher 

(MG), certaines amyotrophies spinales ou encore la paraplégie spastique héréditaire (HSP), les 

processus endolysosomal et autophagique sont altérés (Boland et al., 2018). Dans les MSL, on retrouve 

une accumulation progressive de macromolécules, comme par exemple des sphingolipides à l’intérieur 

des lysosomes (Dodge, 2017). Impliqué dans le processus autophagique, le céramide est un lipide 

complexe situé au centre de la plupart des MSL et des MND. Le céramide est converti en GlcCer par 

l’enzyme UGCG et la dégradation du GlcCer s’effectue par l’enzyme lysosomale GBA1 et l’enzyme 

membranaire GBA2. La voie du GlcCer semble impliquée dans plusieurs pathologies 

neurodégénératives. Dans la SLA, on retrouve également une dérégulation de la voie du GlcCer aussi 

bien chez les patients que chez les souris. Nos travaux mettent en évidence une augmentation de 

l’activité de GBA2 dans la moelle épinière des souris Sod1G86R.  

Pour pallier l’augmentation de l’activité GBA2 retrouvée chez les souris SLA Sod1G86R, nous avons utilisé 

l’AMB (Bouscary et al., 2019), un inhibiteur de GBA2 utilisé dans la MG et la MP pour son activité 

chaperonne sur GBA1. En effet, l’AMB permettrait d’assurer la bonne conformation de GBA1 tout en 

favorisant son adressage vers le lysosome et en augmentant son activité enzymatique (Ambrosi et al., 

2015; Luan et al., 2013; Maegawa et al., 2009; McNeill et al., 2014; Siebert et al., 2014). Nos données 
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ainsi que celles de la littérature suggèrent donc que l’AMB a de nombreux effets sur la fonction 

lysosomale et sur l’autophagie. Dans une première partie, je présenterai l’implication des 

sphingolipides dans le système lysosomal/autophagique. Puis dans une seconde partie, je détaillerai 

sur les différents effets de l’AMB sur ces voies lysosomale et autophagique. 

1. Les sphingolipides et le processus autophagique  

Les lipides interviennent dans la stabilité de la membrane plasmique et sa fluidité, ainsi que dans de 

nombreuses voies de signalisation et dans divers processus comme celui de l’autophagie. Depuis 

quelques années, des études montrent des modifications du métabolisme lipidique dans la SLA et dans 

la DFT, et suggèrent leurs potentielles implications dans la physiopathologie de ces maladies. Dans la 

SLA comme dans la DFT, on retrouve de nombreuses perturbations des différentes classes de lipides 

comme celles des acides gras, des di/tri-glycérides, du cholestérol, ou encore celles des phospholipides 

et des sphingolipides (Ahmed et al., 2017; Henriques et al., 2015a, 2015b; Kim et al., 2018a, 2018b). 

Toutefois, d'un point de vue mécanistique, le rôle précis des sphingolipides dans la physiopathologie 

de la SLA et de la DFT doit encore être approfondi. 

1.1. L’implication du céramide dans le tri des CMV 

L’autophagie joue un rôle central dans la dégradation des protéines mal repliées pour empêcher leur 

agrégation. Dans la SLA et la DFT, l’altération de l’autophagie entraîne l’accumulation de protéines 

dans les cellules du SNC. Un grand nombre de sphingolipides intervient dans le processus 

autophagique et plus précisément au niveau lysosomal. Parmi ces sphingolipides, on retrouve le 

céramide et ses dérivés (comme la sphingosine, la sphingomyéline (SM) et la sphingosine-1-phosphate 

(S1P)). Ce sont des médiateurs bioactifs qui interviennent aussi dans de nombreuses autres voies 

(apoptose, adhésion, reconnaissance cellulaire, inflammation, etc.) (Hannun and Obeid, 2018). Le 

céramide est essentiellement synthétisé au niveau du RE mais peut être requis au niveau des 

lysosomes pour la régulation des niveaux de SM (Simonaro, 2016). Cependant, il peut aussi être 

nécessaire au niveau des corps multivésiculaires (CMV ou endosomes tardifs) qui sont destinés à être 

sécrétés dans le milieu extracellulaire : le céramide est donc impliqué dans le déclenchement et 

bourgeonnement des vésicules d’exosome (Trajkovic et al., 2008). En effet, le tri des CMV vers la 

membrane ou vers l’autophagosome ne serait pas uniquement dépendant de la machinerie ESCRT, 

mais également des niveaux de sphingolipides dans les RAFT lipidiques, formés à partir du céramide 

(Trajkovic et al., 2008). Dans la DFT, le céramide est montré comme un déclencheur des processus 

cellulaires pro-apoptotiques favorisant la neurodégénérescence et la neuroinflammation. Ainsi, des 

niveaux de céramide élevés sont en accord avec un fort degré d’inflammation cérébrale (de Wit et al., 
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2019). Chez les patients DFT porteurs de la mutation CHMP2Bintron5, les neurones du cortex frontal 

présentent une accumulation de CMV contenant les protéines mutées (Han et al., 2012; Urwin et al., 

2010). Il en est de même pour les mutations du gène VCP, impliquées dans la SLA et la DFT, qui 

provoquent des niveaux accrus de céramide dans le muscle (Llewellyn et al., 2014). Nous ne pouvons 

donc pas exclure l’hypothèse que dans la DFT, les accumulations de CMV peuvent être liés aux 

perturbations du métabolisme du céramide, bien que ces accumulations de CMV n’aient pour le 

moment été identifiées que dans le cas des mutations CHMP2B et VCP. De plus, chez la levure, la 

protéine VPS4 est connue pour interagir avec la protéine CHMP2B. Cette interaction entraîne la 

scission des vésicules endosomales (Babst, 1997) ainsi que le démantèlement du complexe ESCRT-III 

où se situe la protéine CHMP2B (Babst, 1998). Une étude récente montre que la mutation 

CHMP2Bintron5 entraîne un défaut du recrutement de VPS4, potentiellement à l’origine de l’altération 

du trafic des endosomes et de la fusion des lysosomes avec l’autophagosome (Urwin et al., 2010). Fait 

intéressant, chez les souris SLA SOD1G93A, l’expression du gène Vps4 est fortement diminuée dès le 

stade pré-symptomatique (Henriques et al., 2015c). Néanmoins, l’analyse de fibroblaste de patient a 

montré que la mutation CHMP2Bintron5 n’endommage pas la formation des endosomes précoces (Urwin 

et al., 2010). Il serait donc intéressant d’étudier précisément VPS4 chez les souris CHMP2Bintron5 de 

notre laboratoire afin de mettre en évidence d’éventuels défauts de fusion des lysosomes avec 

l’autophagosome.  

1.2. Les niveaux de céramide et l’autophagie 

Bien que protecteur dans la plupart des cas, le processus autophagique peut devenir un acteur de la 

mort cellulaire lorsque les niveaux de céramide deviennent trop élevés. En effet, d’importants niveaux 

de céramide vont déclencher l’autophagie, induire l’apoptose en inhibant les transporteurs des 

nutriments (et donc l’absorption des nutriments) et la réponse mTORC1 (mammalian target of 

rapamycin complex 1), impliquée dans l’intégration des signaux de disponibilité des nutriments et de 

l’énergie cellulaire (Guenther and Edinger, 2009; Harvald et al., 2015). Limiter l’inhibition (induite par 

le céramide) des transporteurs des nutriments, ou augmenter les niveaux de nutriments par 

supplémentation de Pyruvate-Methyl, permet de reverser la toxicité du céramide et de réduire la mort 

cellulaire (Guenther et al., 2008). Dans les motoneurones des souris SOD1G85R mutantes pré-

symptomatiques, il a été suggéré une hyperactivité de l’autophagie associée à une diminution du 

complexe mTORC1 (Bandyopadhyay et al., 2014). En parallèle, les études du laboratoire montrent 

qu’un régime enrichi en lipides augmente la survie des souris Sod1G86R (Dupuis et al., 2004) et que ces 

souris présentent des perturbations du métabolisme des glycosphingolipides (Henriques et al., 2015a, 

2017). Il est donc possible d’envisager que les altérations du processus autophagique observées dans 

les modèles SOD1, soient associées à la perturbation des niveaux de céramide, et qu’un régime enrichi 
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en graisse limiterait la mort cellulaire en restabilisant les besoins énergétiques. De plus, une seconde 

étude montre qu’une alimentation enrichie en acide gras insaturés (Palmitoléate et oléate) est 

également neuroprotecteur et améliore l’autophagie chez les souris SOD1G93A (Oliván et al., 2014). Il 

serait donc intéressant d’étudier l’autophagie chez les souris Sod1G86R ainsi que la réponse mTORC1 

après un régime enrichi en lipides. 

La biogénèse des GSLs à partir du céramide est essentielle dans un contexte neurologique, où les 

gangliosides permettent le développement du système nerveux. En effet, chez la souris, la suppression 

conditionnelle cérébrale de UGCG (l’enzyme de synthèse du GlcCer à partir du céramide) après la 

naissance entraîne de graves anomalies neuronales (Jennemann et al., 2005). Toutefois, l’inhibition 

pharmacologique de UGCG est une thérapie qui a été envisagée pour la maladie de Gaucher 

(Lachmann and Platt, 2001) et de Niemann-Pick (type C) (Stein et al., 2012) et qui s’est révélée 

neuroprotectrice et efficace contre les troubles du stockage lysosomal dans les modèles de maladie de 

Sandhoff et de Tay-Sachs (Lachmann and Platt, 2001). L’inhibition de UGCG augmente également 

significativement le flux autophagique ainsi que le nombre de lysosomes et d’endosomes tardifs (CMV) 

dans les cultures primaires de neurones (Shen et al., 2014). Il est possible que cette réponse soit la 

conséquence d’un excès de céramide. Une étude semblable montre que diminuer les niveaux de 

GlcCer avec la Clozapine (un antipsychotique utilisé dans le traitement de la schizophrénie) stimule le 

processus autophagique et permet la clairance des agrégats protéiques (Hao et al., 2017). De manière 

étonnante, une étude menée dans un contexte d’emphysème pulmonaire montre que l’inhibition de 

UGCG peut aussi : supprimer la réponse mTORC1, empêcher la fusion du lysosome avec 

l’autophagosome, diminuer le flux autophagique et augmenter l’apoptose (Koike et al., 2019). Bien 

que cette étude n’ait pas été menée au niveau du système nerveux, elle témoigne de l’importance de 

la voie des GSLs sur l’autophagie.  

2. Les effets de l’AMB sur les voies lysosomale et autophagique 

2.1. Les effets de l’AMB sur la voie lysosomale 

a. L’AMB et la voie lysosomale GBA1 

D’un point de vue clinique, l’AMB est actuellement en cours d’évaluation dans la MG (NCT03950050 ; 

KCT0003218) et la MP (NCT0291436 ; NCT02941822) pour son « activité chaperonne » sur l’enzyme 

GBA1. La MG est une maladie génétique caractérisée par la perte de l’activité enzymatique de GBA1. 

GBA1 ne peut alors plus effectuer la dégradation lysosomale du GlcCer, ce qui engendre une 

accumulation toxique de GlcCer dans les cellules. L’utilisation de l’AMB dans le cadre de la MG est 

basée sur l’amélioration de la conformation de GBA1 et donc sur l’augmentation de son activité 
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enzymatique (Ambrosi et al., 2015; Luan et al., 2013; Maegawa et al., 2009; McNeill et al., 2014; Siebert 

et al., 2014). Ce sont ces effets que l’on appelle « effet chaperon ». L’une des caractéristiques 

pathologiques de la MP est l’accumulation et l’agrégation de l’α-synucléine dans la substance noire, le 

cortex cérébral et l’hippocampe (Schapira and Jenner, 2011). Les fonctions de l’α-synucléine ne sont 

pas encore clairement définies bien qu’il semble qu’elle intervienne dans le trafic vésiculaire 

synaptique (en stabilisant les complexes SNARE) et l’exocytose des neurotransmetteurs (Burré et al., 

2018; Lashuel et al., 2013). Les mutations dans le gène GBA1 sont également associées à un haut risque 

de développer une MP. En effet, 7 à 10 % des patients Parkinsoniens possèdent des mutations GBA1, 

et les individus porteurs de mutations GBA1 présentent 20-30 fois plus de risque de développer la MP 

(Migdalska-Richards et al., 2016). C’est à partir de ces données que la communauté scientifique s’est 

penchée sur le lien entre les mutations GBA1 et l’α-synucléine. Une activité réduite de GBA1 favorise 

l'accumulation d’α-synucléine dans le cerveau des patients atteints de MP sporadique (Murphy et al., 

2014). Les études les plus récentes menées sur des modèles in vivo et in vitro (murins et neurones 

murins/humains) de la MP montrent que l’augmentation en α-synucléine réduit les niveaux de GBA1 

tandis que la diminution de GBA1 mène à une accumulation d’α-synucléine. L’augmentation des 

niveaux de GBA1 par l’AMB stimule donc la clairance de l’α-synucléine (Mazzulli et al., 2016; McNeill 

et al., 2014; Migdalska-Richards et al., 2016; Sardi et al., 2011; Yang et al., 2020, 2017). Ainsi, 

l’utilisation de l’AMB dans le cadre de ces deux pathologies est basée sur le même effet : celui 

d’augmenter l’activité enzymatique de GBA1. Néanmoins, l’activité enzymatique GBA1 n’est pas 

uniquement liée à l’α-synucléine. En effet, la cathepsine D (CathD), une protéase lysosomale activée 

par les céramides (Heinrich et al., 2000), est impliquée dans la dégradation de l’α-synucléine (Crabtree 

et al., 2014; Sevlever et al., 2008). De surcroit, l’activité enzymatique de GBA1 est essentielle pour que 

la CathD exerce sa fonction d’élimination de l’α-synucléine dans les neurones (McGlinchey and Lee, 

2013). Il a également été démontré, dans des cerveaux de patients ou des modèles murins de MP, que 

les mutations GBA1 peuvent entraîner des niveaux de CathD diminués et des agrégats protéiques 

toxiques d’α-synucléines. In vitro, l’utilisation d’AMB permet la clairance des agrégats d’α-synucléine 

en augmentant les niveaux de CathD (Yang et al., 2020), ce qui concordent avec nos résultats (qui 

montrent que l’AMB stimule la CathD chez les souris nTg et les souris CHMP2Bintron5 traitées). Cette 

clairance des agrégats d’α-synucléine ne serait toutefois pas uniquement liée à sa dégradation par la 

CathD : des études in vitro ont montré que l’AMB stimule l’exocytose et la libération d’exosomes (Fois 

et al., 2015; Magalhaes et al., 2018). En effet, dans des lignées cellulaires murines et humaines de MP, 

la molécule est capable de diminuer les agrégats d’α-synucléine par voie exosomale (Magalhaes et al., 

2018; Mazzulli et al., 2016; McNeill et al., 2014; Yang et al., 2017). Ces données expliqueraient donc 

également pourquoi après un traitement à l’AMB, on retrouve une diminution des agrégats P62 et 

CathD dans la moelle épinière des souris CHMP2Bintron5.  
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L’ensemble des données précédemment citées montre que les niveaux de CathD, de GBA1 et d’α-

synucléine sont étroitement liés. Cependant, il existe d’autres gènes que CHMP2B associés à la DFT et 

à des perturbations lysosomales. C’est le cas notamment des mutations PGRN. Les neurones de souris 

déficientes en Pgrn montrent une diminution de l’activité de la CathD (Valdez et al., 2017). Cette 

diminution pourrait être à l’origine de la diminution de l’activité enzymatique de GBA1. En effet, la 

CathD intervient dans le clivage de la pro-saposine, la glycoprotéine précurseur de la saposine C, elle-

même inductrice de GBA1 (Hiraiwa et al., 1997; Tamargo et al., 2012). Les neurones mutants PGRN 

issus d’iPSC de patients présentent une altération du processus de clivage de la pro-saposine en 

saposine C par la CathD, engendrant une réduction de l’activité de GBA1 associée à une accumulation 

de lipides et une augmentation des niveaux d’α-synucléine (Valdez et al., 2020). Des études semblent 

d’ailleurs montrer que l’α-synucléine pourrait piéger GBA1, diminuant encore davantage son activité 

enzymatique (Yap et al., 2013a). Encore une fois, l’AMB a un effet bénéfique sur ces altérations en 

stimulant le clivage de la pro-saposine en saposine C via la stimulation de la CathD. Cette stimulation 

a pour conséquence finale une augmentation de l’activation de GBA1 (Ambrosi et al., 2015). Les 

niveaux de saposine C sont aussi augmentés en présence d’AMB, limitant physiquement l’interaction 

entre l’α-synucléine et GBA1 (Yap et al., 2013b). L’étude transcriptomique du laboratoire menée sur la 

moelle épinière du modèle murin CHMP2Bintron5 a révélé une induction du gène CathD (Waegaert et 

al., 2020). Nous retrouvons également cette augmentation dans notre étude chez les souris 

CHMP2Bintron5. Nous pouvons donc nous demander ce qu’il en est de l’activité enzymatique de GBA1 

ou de son activatrice, la saposine C, dans ce modèle de SLA-DFT. Toutes ces données permettent de 

supposer que l’AMB stimule l’ensemble des protéines de la voie lysosomale en lien avec GBA1 (figure 

24).  

b. L’AMB, un stimulateur des voies lysosomales indépendantes du M6P 

En parallèle, de nombreuses études montrent que l’AMB active le facteur Transcription factor EB 

(TFEB) en favorisant sa translocation du cytoplasme vers le noyau où il assure la transcription des gènes 

liés aux processus lysosomal et autophagique (Magalhaes et al., 2018; McNeill et al., 2014; Settembre 

et al., 2012). TFEB est aussi un régulateur l’exocytose puisqu’il favorise la fusion des lysosomes avec la 

membrane plasmique (Medina et al., 2011; Settembre and Medina, 2015; Settembre et al., 2013). Par 

exemple TFEB induit la transcription de la prosaposine C, de la CathD mais aussi LIMP2, le transporteur 

des enzymes GBA1 et GBA2 du RE vers le lysosome ou la membrane (Palmieri et al., 2011). De plus, 

l’AMB augmente également fortement les niveaux de LIMP-2 (Ambrosi et al., 2015; Magalhaes et al., 

2018). L’ensemble de ces données semble donc indiquer que l’AMB stimule les voies lysosomales par 

son effet sur TFEB.  
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Pourtant, les résultats de notre étude menée sur les souris CHMP2Bintron5 laissent à penser que l’AMB 

ne stimule pas toutes les voies lysosomales. Parmi les MSL, les Mucolipidoses (de type II et de type III 

α/β) résultent en des mutations dans le gène GNPTAB (N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase). 

Nous avons montré dans la partie C des « RÉSULTATS » que l’expression du gène Gnptab est diminuée 

chez les souris nTg traitées à l’AMB. Ce gène code pour l’enzyme (GlcNAc)-1-phosphotransferase qui 

assure le transport des hydrolases acides de l’appareil de Golgi vers le lysosome (où elles exercent 

leurs fonctions) en leur ajoutant un groupement mannose-6-phosphate (M6P) (Flanagan-Steet et al., 

2016; Velho et al., 2019). L’AMB pourrait donc avoir un effet inhibiteur direct sur l’expression de 

Gnptab. Aucune donnée ne témoigne d’une action potentielle de TFEB sur Gnptab. En parallèle, les 

souris CHMP2Bintron5 véhicules présentent également des niveaux d’expression de Gnptab diminués. 

Cet effet est accentué chez les souris CHMP2Bintron5 traitées à l’AMB. Une étude indique que l’enzyme 

(GlcNAc)-1-phosphotransferase agit comme un répresseur de l’expression de certaines cathepsines 

(Lei et al., 2015). Ainsi l’augmentation de l’expression de la CathD dans notre étude pourrait 

directement être liée à la diminution de Gnptab chez les souris nTg traitées à l’AMB ou chez les souris 

CHMP2Bintron5 traitées ou non à l’AMB.  

Il est important de noter que le transport des hydrolases acides peut différer et être dépendant, ou 

non, de la voie M6P. En effet, le transport de GBA1 et de la CathD vers le lysosome est indépendant 

de cette voie. Le transport de ces protéines est assuré respectivement par LIMP-2 et la Sortilin (Reczek 

et al., 2007). Il est donc possible que l’AMB stimule certaines voies lysosomales au détriment d’autres 

voies. Nos données sur l’expression de la CathD et Gnptab après un traitement à l’AMB associée aux 

données de la littérature sur la CathD et GBA1, permettent de suggérer que l’AMB stimule les voies 

indépendantes du M6P au détriment de la voie dépendante du M6P. Il serait intéressant de vérifier 

ces hypothèses en mesurant les niveaux et les activités enzymatiques des différentes voies après un 

traitement à l’AMB (figure 24).  
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Figure 24 : Effets de l’AMB sur les voies dépendantes et indépendantes du mannose-6-phosphate.  
Nos données suggèrent que l’AMB stimule le processus lysosomal indépendamment du mannose-6-phosphate 
(M6P) (image de gauche). L’AMB stimule les niveaux de CathD, LIMP2 et GBA1. CathD et GBA1 sont transportées 
jusqu’au lysosomes via les récepteurs LIMP-2 et Sortilin. L’AMB chaperonne GBA1 en assurant sa bonne 
conformation et en favorisant son adressage vers le lysosome. Dans le lysosome, la CathD est activée par le 
céramide et clive la prosaposine en saposine C, la protéine inductrice de GBA1. CathD est également capable de 
dégrader les agrégats d’α-synucléine. Les agrégats d’α-synucléine dans le lysosome piègent GBA1, limitant son 
activité enzymatique. En parallèle, l’AMB inhibe la voie dépendante du M6P en réprimant l’expression de Gnptab 
(image de droite).  

2.2. Les effets de l’AMB sur l’autophagie 

a. mTORC1 et le déclenchement de l’autophagie 

Le complexe mTORC1 et AMPK (AMP-activated protein kinase) jouent des rôles opposés dans la 

régulation de l’autophagie (Alers et al., 2012; Young and Wang, 2018). En fonction des besoins de la 

cellule en nutriments, le céramide (et d’autres sphingolipides comme la S1P et la SMase acide) régule 

le complexe mTORC1 et l’enzyme AMPK. Dans des conditions suffisantes en nutriments, mTORC1 

inhibe la protéine ULK1 pour empêcher l’autophagie. En effet, lors de l’initiation de l’autophagie, la 

protéine ULK1 s’associe à de nombreuses protéines pour former un énorme complexe nommé ULK1/2 

(Alers et al., 2012). Dans des conditions de famine cellulaire, l’activation de l’AMPK par les céramides 

permet l’activation du complexe ULK1/2 nécessaire à l’initiation de la formation de l’autophagosome. 

Le complexe ULK1/2 phosphoryle ensuite le complexe VPS34 constitué entre autres de Beclin-1, qui 

permettra la croissance du phagophore. Dans ces conditions, Beclin-1 va se dissocier de BCL2 afin de 

se lier au complexe VPS4 (Harvald et al., 2015; Young and Wang, 2018). LC3-II s’ancre alors à 

l’autophagosome en formation et à P62 déjà lié aux protéines ubiquitinées destinées à la dégradation 

(figure 25). Bien que les auteurs de l’étude de Magalhaes et collaborateurs concluent sur une inhibition 

de l’autophagie par l’AMB, leurs résultats ouvrent à la discussion. En effet, les auteurs montrent que 
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l’AMB active TFEB et augmente les niveaux protéiques de LC3-II (Magalhaes et al., 2018). En parallèle, 

l’étude de Yang et collaborateurs (2017) conclue à une activation de la macroautophagie après un 

traitement à l’AMB qui se traduit par une augmentation de LC3-II et de P62 (Yang et al., 2017). Notre 

étude concernant les effets de l’AMB sur l’expression des gènes liés à l’autophagie (au niveau de la 

moelle épinière des souris CHMP2Bintron5) montre que le traitement permet de rétablir l’expression de 

ULK1 à un niveau comparable à celui des souris nTg. Toutefois, l’expression de Beclin-1 initialement 

diminuée chez les souris CHMP2Bintron5 est accentuée en présence d’AMB. L’autophagie semble donc 

bloquée au niveau de la formation de l’autophagosome dans notre modèle. Cette hypothèse est en 

accord avec la diminution de l’expression de P62 retrouvée après un traitement à l’AMB chez les souris 

CHMP2Bintron5. Néanmoins, nos résultats actuels ne permettent pas de conclure sur une inhibition ou 

une stimulation de l’autophagie par l’AMB. Des données complémentaires sont essentielles pour 

conclure précisément sur un effet.  

Enfin, les voies de signalisation AMPK/mTORC1/ULK1 semblent directement liées aux mécanismes de 

dégénérescence. En effet, dans un modèle murin de vieillissement « accéléré » (par exposition 

chronique intense au D-galactose) (Cui et al., 2006), une étude montre que l’hyperactivation précoce 

de l’autophagie provoque à long terme une altération de celle-ci et une neurodégénérescence du 

cortex auditif. Les acteurs de l’autophagie (notamment Beclin-1, BCL2 et LC3) sont ainsi fortement 

augmentés les premiers mois et fortement diminués quelques mois plus tard (Yuan et al., 2018). Au vu 

de nos résultats qui suggèrent une répression de l’autophagie chez les souris CHMP2Bintron5 à l’âge de 

21 mois (voir partie C des « RÉSULTATS »), nous pouvons envisager un phénomène semblable : une 

hyper-autophagie précoce qui devient défectueuse au cours du temps et qui serait à l’origine de la 

neurodégénérescence. L’analyse des voies de signalisation AMPK/mTORC1/ULK1 à un âge 

asymptomatique, nous permettrait de confirmer s’il existe une altération de l’autophagie dans ce 

modèle.  

b. Le facteur TFEB et l’autophagie 

Au-delà de ces propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anesthésiques, il est montré que 

l’AMB s’accumule dans les corps lamellaires acides (qui sont des vésicules de pneumocytes 

comparables aux lysosomes) riches en Ca2+ des cellules pulmonaires. Cette accumulation conduirait à 

la libération de Ca2+ et à une exocytose accrue (Fois et al., 2015). L’AMB est donc un sécrétagogue qui 

provoque l’exocytose. L’étude récente de Magalhaes et collaborateurs confirme également les 

propriétés d’exocytose de l’AMB et démontre qu’elles sont associées à une augmentation du nombre 

de vésicules lysosomales et de CMV (Magalhaes et al., 2018).  
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D’autre part, la libération de Ca2+ lysosomale serait également impliquée dans l’activation indirecte de 

TFEB (Zhang et al., 2016). TFEB et mTORC1 sont fortement liés. L’activation de TFEB survient 

généralement après une diminution de l’apport en nutriments dans la cellule. La privation cellulaire en  

nutriments inhibe ainsi mTORC1 et active TFEB (Martina et al., 2012; Settembre and Medina, 2015; 

Settembre et al., 2012). La moelle épinière des souris SOD1G93A présente une importante altération du 

processus autophagique, qui n’est plus capable d’assurer la dégradation des agrégats protéiques (Li et 

al., 2008; Morimoto et al., 2007). A un stage précoce de la maladie, les souris SOD1G93A présentent une 

forte surexpression de TFEB qui diminue avec l’aggravation de la maladie. Il en est de même de 

l’expression de Beclin-1, dont les variations de niveau sont semblables à celles de TFEB. In vitro, la 

surexpression de TFEB promeut l’induction de l’autophagie (Chen et al., 2015). L’activation de TFEB est 

donc aussi associée à l’activation de l’autophagie, et plus précisément de la macroautophagie (donc 

qui fait intervenir un autophagosome). Nos résultats sur les souris CHMP2Bintron5 montrent une 

diminution de Beclin-1 chez les souris mutantes qui est fortement accentuée en présence d’AMB. La 

molécule n’a pas d’effet sur les souris nTg, ce qui laisse penser que cet effet est associé au mutant 

CHMP2Bintron5. L’autophagie chez ces animaux est donc probablement fortement réprimée et un 

traitement à l’AMB ne suffit pas à rétablir une autophagie fonctionnelle.  
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Figure 25 : Balance mTORC1/AMPK en fonction du statut nutritionnel de la cellule.  
Dans des conditions pauvres en nutriments et/ou riche en céramides, l’enzyme AMPK phosphoryle le complexe 
ULK1/2 qui lui-même phosphoryle le complexe Vps34, constitué entre autres de Beclin-1. Pour que Beclin-1 
intègre Vps34, BCL2 doit libérer Beclin-1. S’ensuit alors de la formation du phagophore lié à P62 lui-même lié aux 
protéines ubiquitinées à dégrader. LC3-II s’ancre également à l’autophagosome via P62. L’autophagosome se 
liera ensuite à un lysosome ou un CMV. Le contenu sera alors dégradé par voie lysosomale grâce aux hydrolases 
acides contenues dans les lysosomes (schéma de gauche). Dans des conditions riches en nutriments, le complexe 
mTORC1 inhibe le complexe ULK1/2, empêchant le processus autophagique de se mettre en place (schéma de 
droite). Des études montrent que le céramide est capable d’inhiber les transporteurs des nutriments et de 
réduire l’entrée des nutriments dans la cellule, provoquant une activation de AMPK, une suppression de l’activité 
de mTOCR1 et une activation de l’autophagie (inspirée de Harvald et al., 2015). TFEB est un facteur de 
transcription qui s’active lorsque mTORC1 est inhibé. Sa translocation du cytoplasme vers le noyau lui permet 
d’induire la transcription des gènes lysosomaux. L’AMB, qui peut activer TFEB, pourrait permettre l’induction des 
voies lysosomale et autophagique. 

2.3. Les effets de l’AMB sur la voie du GlcCer et l’autophagie 

Au-delà du céramide, d’autres sphingolipides sont fortement dérégulés dans la SLA. La SLA n’est pas 

une maladie de surcharge avec accumulation toxique de sphingolipides. Cependant, les niveaux de 

sphingolipides sont fortement altérés chez les patients et les modèles murins SOD1 (Dodge et al., 2015; 

Henriques et al., 2015a, 2017, 2018). La moelle épinière des patients présente également de fortes 

accumulation de GSLs, notamment de céramide (Dodge et al., 2015). Dans le modèle murins Sod1G86R, 
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l’augmentation de l’expression du gène Ugcg et de l’enzyme UGCG est retrouvée dans le muscle. Cette 

augmentation est certainement une conséquence de la dénervation musculaire (Henriques et al., 

2015a). Notre analyse combinant une étude de transcriptomique et de métabolomique sur des 

moelles épinières des souris Sod1G86R montre une dérégulation du métabolisme des GSLs (Henriques 

et al., 2018 ; voir « publication 1 » de la partie « RESULTATS »). La voie du GlcCer est particulièrement 

impactée (Henriques et al., 2015a, 2017, 2018). Les données internes du laboratoire montrent que les 

niveaux tissulaires de GlcCer dans la moelle épinière des souris sont fortement diminués tandis qu’ils 

sont augmentés au niveau du muscle. Toutes ces données témoignent donc de l’importance de la voie 

du GlcCer dans la physiopathologie de la SLA. 

 

Patients Souris Sod1G86R 

Moelle épinière ↑ Céramide ↓ GlcCer 

LCR ↑ GlcCer  ND 

Muscle ↑ UGCG ↑ UGCG ; ↑ GlcCer 

Tableau 3 : Changements métaboliques de la voie du GlcCer retrouvés chez les patients et les souris Sod1G86R. 
ND : Non-déterminé ; Italique = gène. 

Dans la moelle épinière des souris SOD1G93A et SOD1G85R, le flux autophagique est fortement élevé dès 

l’apparition des premiers symptômes de la maladie et la voie mTORC1 est diminuée (Bandyopadhyay 

et al., 2014; Li et al., 2008; Morimoto et al., 2007). Les marqueurs de l’autophagosome mature comme 

LC3-II et P62, montrent des niveaux très élevés à des stades précoces de la maladie et cela jusqu’à la 

mort des animaux (Bandyopadhyay et al., 2014; Li et al., 2008; Morimoto et al., 2007). Toutefois, à un 

stade très avancé de la maladie, bien que les niveaux de LC3-II et P62 restent augmentés, 

l'accumulation d’autophagosomes suggère que le flux autophagique est bloqué dans la moelle épinière 

des souris SOD1G93A (Li et al., 2008). Les données de la littérature semblent donc montrer que plus la 

maladie progresse moins le flux autophagique est fonctionnel, bien qu’il soit hyperactif dès le stade 

pré-symptomatique. Nous pouvons envisager un phénomène semblable dans le modèle Sod1G86R. 

Etant donné l’impact des niveaux de sphingolipides, et surtout de céramide, sur le déclenchement de 

l‘autophagie et la réponse mTORC1, nous pouvons envisager que la perturbation des voies du GlcCer 

puisse impacter la balance Céramide/GlcCer et donc participer aux altérations du flux autophagique 

de ce modèle. Nos données non publiées montrent que le traitement à l’AMB permet de rétablir des 

niveaux de GlcCer équivalents à ceux des souris nTg dans la moelle épinière des souris à un stade 
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symptomatique (95 jours). En rééquilibrant la balance céramide/GlcCer via l’inhibition de GBA2, l’AMB 

pourrait donc rétablir une autophagie fonctionnelle. De manière intéressante, une étude montre que 

la stimulation de l’autophagie par la rapamycine, après un écrasement du nerf sciatique chez le rat, 

promeut la régénérescence des axones, leur remyélinisation et améliore aussi la récupération motrice. 

Tandis que l’inhibition de l’autophagie par du 3-methyladenine retarde fortement ces phénomènes 

(Huang et al., 2016). Nous avons également vu que l’AMB a des effets bénéfiques sur la récupération 

de l’axe moteur après l’écrasement du nerf sciatique de souris nTg (Bouscary et al., 2019). Les effets 

bénéfiques de l’AMB pourraient donc être en partie liés à une augmentation du flux autophagique 

dans un contexte de neurodégénérescence.  

C. Envisager l’AMB pour traiter la SLA et le syndrome SLA-DFT  

Initialement utilisé pour les maladies des voies respiratoires, nous avons vu que l’AMB possédait des 

propriétés pouvant justifier son utilisation dans la SLA et la DFT. Actuellement en accès libre dans la 

plupart des pays de l'Union Européenne, ce médicament générique expectorant et mucolytique 

possède un profil d'innocuité favorable, même à fortes doses, et un risque d'effets secondaires 

extrêmement faible. Dans cette partie, j’argumenterai sur la possibilité d’un repositionnement de 

l’AMB pour traiter la SLA et le syndrome SLA-DFT.  

1. L’AMB contre la neuroinflammation  

Lorsque les cellules neuronales sont endommagées, la microglie s’active et de nombreux médiateurs 

cytotoxiques et inflammatoires sont libérés. Ces facteurs affectent les autres neurones et les 

astrocytes environnants (Hanisch, 2002; Kreutzberg, 1996; Souza et al., 2016). Néanmoins, l’activation 

astrocytaire semble donc précéder l’activation microgliale puisque la suppression de la protéine mutée 

SOD1G85R uniquement dans les astrocytes permet de retarder l’activation microgliale et de ralentir la 

progression de la maladie (Wang et al., 2011). De nos jours, aucune étude ne témoigne des effets de 

l’AMB sur la neuroinflammation dans un contexte de maladies neurodégénératives. Toutefois, au-delà 

de ses effets bénéfiques sur la composante motrice, l’AMB présente des effets positifs sur la 

neuroinflammation. Nos résultats sur le modèle de SLA-DFT CHMP2Bintron5 suggèrent en effet que 

l’AMB limite sa mise en place. Il existe deux types de microglie : la microglie anti-inflammatoire M2, 

qui est plutôt protectrice et qui passe par la sécrétion de facteurs neurotrophiques tels que IGF1 et 

BDNF ; et la microglie pro-inflammatoire M1, qui est plutôt délétère en raison de la production de ROS, 

NO et de diverses cytokines comme TNF-α et des interleukines de type IL-6 et IL-1β. Selon la littérature, 

en début de SLA, la microglie aurait un rôle de soutien et serait donc protectrice, et de type M2, alors 

qu’à un stade avancé de la maladie, la microglie changerait en un type M1 (Appel, 2011; Tang and Le, 
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2016). De plus, il est connu que l’AMB limite in vitro la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-

1β, IL-6, TNF-α) (Jang et al., 2003; Ottonello et al., 2003) et protège contre le stress oxydatif en 

dégradant les ROS qui sont toxiques pour les cellules (Felix et al., 1996; Lee et al., 2002). Bien que nous 

n’ayons pas analysé les effets de l’AMB sur la libération de cytokines et de ROS dans nos modèles 

Sod1G86R et CHMP2Bintron5, nous pouvons supposer que la microglie des souris est donc encore à un 

stade M2. D’autant plus que nous montrons que l’expression du marqueur microgliale et des 

macrophages Iba1 ainsi que l’expression de la CathZ ne sont pas induites en présence d’AMB. La CathZ 

est fortement exprimée dans le cerveau, notamment par les microglies et une réduction de son 

expression, associée à une réduction d’expression d’IL-1β, est efficace pour réduire la 

neuroinflammation (Allan et al., 2017). Nous pouvons donc envisager que l’AMB retarde la 

neuroinflammation en agissant directement sur les microglies. Cette hypothèse va dans le sens d’une 

autre étude, menée dans un contexte d’hémorragie cérébrale, qui démontre que l’AMB favorise la 

survie neuronale en limitant le stress du RE des microglies (Jiang et al., 2020b). 

Toutefois, même si nous montrons que l’AMB empêche l’induction de Iba1, il est essentiel de noter 

que ce marqueur n’est pas uniquement spécifique à la microglie. En effet, il est également exprimé par 

les macrophages. Il n’est donc pas impossible que l’AMB agisse préférentiellement sur l’une de ces 

deux populations. Par exemple, l’AMB empêche la sécrétion des facteurs pro-inflammatoires par les 

macrophages IL-1β et TNF-α (Jang et al., 2003) mais étant donné qu’Iba1 n’est pas induit après un 

traitement à l’AMB, nous pouvons aussi suggérer que la molécule limite l’activation des macrophages 

et leur infiltration dans la moelle épinière. Pour le confirmer, il faudrait analyser un marqueur 

spécifique des macrophages et/ou des microglies afin de vérifier que l’AMB a des effets semblables 

sur la microglie et les macrophages. 

D’autre part, des études montrent que les souris SOD1G37R qui n’expriment pas la protéine mutante 

SOD1 dans la microglie et les macrophages, ont une survie plus longue (Boillee et al., 2006) et que le 

remplacement d’une population microgliale exprimant la protéine SOD1 mutée par une population 

microgliale nTg, retarde la dégénérescence des MN et prolonge la survie des animaux (Beers et al., 

2006). La microglie semble donc jouer un rôle fondamental dans la survie des animaux. Nous pouvons 

donc imaginer que la survie plus importante des souris Sod1G86R après un traitement à l’AMB passe en 

partie par une action anti-inflammatoire. De cette manière, la microglie libérerait moins de facteurs 

nuisibles à la survie de MN. La neuroinflammation étant impliquée dans la physiopathologie d’un grand 

nombre de maladies neurodégénératives, l’utilisation de l’AMB dans ce contexte, comme dans un 

contexte SLA et/ou DFT mérite d’être davantage approfondi. 
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2. L’AMB contre les agrégats cytoplasmiques 

L’AMB a premièrement été décrit comme étant une molécule qui améliore la clairance mucociliaire en 

augmentant les sécrétions de surfactant (Rogers, 2007). L’AMB serait un agent sécrétoire qui 

s’accumule dans les lysosomes riches en Ca2+, provoquant l’exocytose de ces vésicules (Fois et al., 2015; 

Magalhaes et al., 2018). Cet effet de la molécule pourrait être intéressant dans le contexte de MSL 

puisque l’exocytose libère les cellules des accumulations protéiques et lipidiques qu’elles subissent 

(Samie and Xu, 2014). Nous avons vu plus haut que l’AMB est un activateur de TFEB, est un facteur de 

la biogénèse lysosomale mais aussi de l’exocytose (Medina et al., 2011; Settembre and Medina, 2015; 

Settembre et al., 2013). Dans les modèles de MSL, il est montré que l’induction de TFEB empêche le 

stockage lysosomal en stimulant la clairance cellulaire (Settembre et al., 2013; Spampanato et al., 

2013). En effet, TFEB régule la clairance cellulaire en agissant à la fois sur la régulation des enzymes 

lysosomales, l’acidification du lysosome (nécessaire au bon fonctionnement des hydrolases acides 

telles que la CathD et GBA1) et le nombre de lysosomes. TFEB régulerait également le nombre 

d’autophagosomes et leur fusion avec le lysosome. Enfin, TFEB faciliterait l’amarrage et la fusion des 

lysosomes avec la membrane plasmique pour induire l’exocytose (Settembre et al., 2013). Les 

mécanismes d’exocytose de l’AMB pourraient donc passer par l’activation de ce facteur de 

transcription. D’autant plus que l’AMB est aussi efficace de deux manières dans la MP : en stimulant la 

CathD, protéine de dégradation de l’α-synucléine, mais également en agissant sur la clairance cellulaire 

en favorisant l’exocytose de l’α-synucléine (Magalhaes et al., 2018).  

Dans notre étude sur les souris CHMP2Bintron5, nous observons après traitement à l’AMB, une 

diminution des agrégats P62 et CathD dans la moelle épinière lombaire. Ce phénomène pourrait donc 

être en lien avec une exocytose fortement augmentée qui permettrait d’alléger les cellules neuronales. 

Pour le confirmer, une analyse des niveaux de ces protéines est essentielle ; et bien que le traitement 

à l’AMB ne semble pas suffisant pour rétablir une autophagie fonctionnelle chez les CHMP2Bintron5 

(comme vu précédemment), l’AMB semble réduire efficacement la quantité d’agrégats 

cytoplasmiques. Son utilisation dans les maladies neurodégénératives comme la SLA et la DFT qui 

présentent ce type d’accumulation pourrait donc représenter un avantage fondamental.  

3. Envisager l’AMB pour les patients SLA et SLA-DFT   

3.1. L’AMB pour ralentir la maladie et allonger la survie des patients 

Les propriétés de l’AMB développées précédemment font de cette molécule un excellent candidat 

médicament pour le traitement de la SLA et la DFT. Il faut toutefois prendre en compte qu’il existe des 

formes de SLA où les patients ne pourraient peut-être pas recevoir de l’AMB. En effet, selon le site 
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d’apparition de la maladie, les patients vont éprouver des difficultés à utiliser leurs muscles faciaux, 

ceux de la langue, du pharynx et du larynx (Chio et al., 2012; Swinnen and Robberecht, 2014). Si la 

molécule fluidifie les sécrétions, elle est aussi expectorante, c’est-à-dire qu’elle augmente l’expulsion 

du mucus des bronches ou de la trachée. Un patient SLA souffrant de forme bulbaire pourraient donc 

éprouver des difficultés à évacuer les sécrétions produites.  

Toutefois nos travaux montrent de nombreux effets bénéfiques de la molécule sur plusieurs aspects 

de la pathologie. En effet, de plus en plus d’études suggèrent que la neuroinflammation joue un rôle 

crucial dans la pathogénèse de la SLA et de la DFT. Les études d’imagerie montrent la présence d’une 

activation microgliale généralisée dans les cerveaux des patients. Nos données associées à celles de la 

littérature suggèrent que l’AMB est bénéfique pour les souris en agissant sur la microglie et en 

retardant leur passage vers le stade M1. Toutefois, nous ne savons pas si ces effets positifs ne sont 

qu’une conséquence d’un ralentissement général de la pathologie ou un effet direct de l’AMB sur la 

neuroinflammation. En parallèle, nous montrons que l’AMB diminue la quantité d’agrégats 

cytoplasmiques.  Enfin, l’aspect le plus prometteur est que l’AMB ralentit la progression de la maladie 

en préservant l’axe moteur dans deux modèles murins de SLA différents. De plus, au-delà de préserver 

l’axe moteur, la molécule est capable de favoriser la plasticité axonale in vitro et d’engendrer une 

réinnervation musculaire dans des modèles in vivo de dénervation. Toutes ces données permettent 

d’envisager que l’utilisation de l’AMB pourrait représenter un sérieux avantage, d’une part pour 

stimuler la réinnervation musculaire des patients, d’une autre pour prolonger leur survie. 

3.2. L’AMB pour améliorer les altérations comportementales de la DFT 

Les résultats bénéfiques de l’AMB sur la composante motrice nous ont poussé à tester la molécule sur 

un autre modèle de SLA. En effet, nous avons souhaité déterminer si l’AMB pouvait agir sur la 

composante comportementale en lien avec le continuum SLA-DFT. De nombreuses données montrent 

que 15 à 20% des SLA évoluent en DFT et qu’environ 15% des DFT évoluent en SLA (Nguyen et al., 

2018). Le modèle murin CHMP2Bintron5 récapitule les troubles liés au syndrome SLA-DFT en présentant 

à la fois des altérations comportementales (diminution de l’anxiété et de l’interaction sociale, 

désinhibition etc.), et motrices (perte de force musculaire, dénervation, etc.). Concernant les atteintes 

comportementales, nos résultats présentés en partie C des « RESULTATS » suggèrent que l’AMB 

modère la progression des symptômes comportementaux. Ces résultats sont en accord avec l’un des 

essais cliniques récent qui met en évidence les effets bénéfiques de la molécule sur les manifestations 

neurologiques des patients atteints de la MG (Narita et al., 2016). Autre fait, certaines mutations 

associées à la DFT, notamment les mutations PGRN, sont associées à des défaillances enzymatiques de 

GBA1 associées à des altérations enzymatiques de la CathD (Valdez et al., 2017). Dans le cadre de ces 
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mutations DFT, l’utilisation de l’AMB se justifierait par ses effets stimulateurs sur ces deux enzymes. Il 

est donc possible d’envisager l’AMB dans le cadre d’atteintes cognitives retrouvées dans la DFT. 

3.3. L’AMB, une molécule prometteuse ? 

Il faut néanmoins insister sur le fait que même si la communauté scientifique utilise des modèles 

animaux les plus représentatifs possibles de la maladie humaine, il existe malheureusement beaucoup 

de traitements initialement prometteurs qui n’aboutissent pas, pour cause d’inefficacité chez l’Homme 

lors des premiers essais cliniques. C’est effectivement le cas de l’un traitement pour la MG, basé sur la 

thérapie chaperonne, qui a échoué il y a quelques années. En effet, la molécule d’Isofagomine (nom 

du traitement « Afegostat ») était aussi capable de restaurer la conformation et d’améliorer l’activité 

de GBA1 (Steet et al., 2007, 2006). Malheureusement, bien que les patients aient montré une 

augmentation de l’activité GBA1, la réduction significative des symptômes n’a pas clairement été 

démontrée. Le traitement à l’Afegostat n’étant pas concluant dans la maladie de Gaucher, la molécule 

a cessé d’être produite. Ce qui différencie l’AMB de l’Isofagomine dans cette pathologie, c’est que pour 

le moment, l’AMB s’est montré capable de réduire la surcharge lysosomale mais également les 

symptômes moteurs et les atteintes neurologiques des patients (Narita et al., 2016). L’AMB pourrait 

donc présenter des bénéfices que d’autres molécules n’ont pas, en agissant sur plusieurs composantes 

à la fois : la neuroinflammation, les agrégats cytoplasmiques, la préservation de l’axe moteur ainsi que 

la plasticité axonale. Les premiers résultats sur la MP démontrant l’innocuité de la maladie et son 

passage dans le système nerveux central (Mullin et al., 2020), ne font que renforcer l’idée que l’AMB 

pourrait se révéler être un candidat médicament efficace dans le traitement de la SLA et de la SLA-DFT.



185 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION



186 
 

CONCLUSION 
 
Mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence des effets bénéfiques de l’AMB qui étaient 

jusqu’ici inconnus dans un contexte de SLA.  

Concernant le modèle Sod1G86R, nous avons montré que l’AMB permet le maintien de la force 

musculaire, un maintien du nombre de MN fonctionnel plus élevé, des JNM mieux innervées, et une 

survie des animaux prolongée. In vitro, nous avons montré que l’AMB stimule la pousse axonale et la 

formation des JNM. Après compression du nerf sciatique, l’AMB améliore la récupération motrice et 

la réinnervation musculaire des souris. En parallèle, nous avons voulu confirmer que GBA2 est une 

cible d’intérêt dans la SLA. Pour cela, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de GBA2. Nos résultats 

montrent que cibler GBA2 permet une meilleure récupération motrice des animaux nTg après un 

compression du nerf sciatique. Ces données confirment que les effets observés avec l’AMB peuvent 

passer, au moins en partie, par l’inhibition de GBA2. L’ensemble des effets bénéfiques de l’AMB sur 

l’axe moteur pourrait être la conséquence d’une stimulation des facteurs neurotrophiques à travers la 

modulation des glycosphingolipides.  

Chez les souris CHMP2Bintron5, nous avons montré que l’AMB ralentit l’apparition des symptômes 

moteurs d’un second modèle murin de SLA indépendant du gène SOD1. Nous avons également montré 

que l’AMB limite la progression des altérations comportementales associées à la DFT. Afin de 

comprendre les mécanismes de l’AMB, nous avons analysé ses effets sur les voies lysosomales et 

autophagiques. Nos résultats suggèrent que l’AMB stimule l’adressage des protéines vers le lysosome 

lorsqu’elles sont indépendantes de la voie M6P. Nos résultats actuels ne permettent pas de conclure 

si l’AMB stimule ou inhibe l’autophagie. Toutefois, la molécule ne permet pas de rétablir une 

autophagie fonctionnelle dans le modèle CHMP2Bintron5. Enfin, l’AMB semble également ralentir la 

progression de la neuroinflammation en limitant l’activation microgliale, aspect important de la 

maladie qui mériterait d’être approfondi.  

Dans l'ensemble, mes travaux ont mis en évidence les propriétés neuroprotectrices de l’AMB dans des 

modèles de SLA et de DFT qui étaient jusqu’ici, inconnues. Associés aux données de la littérature, ces 

résultats prometteurs permettent d’envisager un repositionnement médicamenteux de l’AMB dans le 

traitement de la SLA.
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Modulation des sphingolipides comme piste 

thérapeutique dans la Sclérose Latérale Amyotrophique 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative qui présente 

des perturbations du métabolisme énergétique. Nos travaux mettent en évidence que le 

métabolisme des glycosphingolipides (GSLs) est fortement affecté dans cette pathologie. La 

Démence Fronto-temporale (DFT) et la SLA partagent un même continuum clinique, génétique 

et histopathologique. L’objectif de ma thèse a été de déterminer l’impact d’une modulation 

des GSLs grâce à une approche pharmacologique, l’ambroxol hydrochloride (AMB), sur le 

modèle SLA Sod1G86R et le modèle SLA-DFT CHMP2Bintron5. J’ai pu ainsi montrer que le 

traitement à l’AMB a des effets bénéfiques sur la composante motrice de ces deux modèles 

ainsi que sur la durée de vie des souris Sod1G86R, tout en limitant les altérations 

comportementales des souris CHMP2Bintron5. A long-terme, l’AMB pourrait ainsi être envisagé 

comme étant un candidat médicament pour la SLA. 
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Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease with defects in energy 

metabolism. Our work shows that the metabolism of glycosphingolipids (GSLs) is strongly 

affected in this pathology. Fronto-temporal Dementia (FTD) and ALS share a common clinical, 

genetic and histopathological continuum. The aim of my thesis objective was to determine 

the effect of ambroxol (AMB), a pharmacological modulator of GSLs, on the ALS Sod1G86R 

model and the ALS-FTD CHMP2Bintron5 model. I demonstrated that AMB treatment has 

beneficial effects on the motor functions of these two models as well as on the lifespan of 

Sod1G86R mice, while limiting the behavioral alterations of CHMP2Bintron5 model. In the long 

term, AMB could be considered as a potential drug candidate for ALS. 
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