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AVANT-PROPOS

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

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

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

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

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

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

dont ma contribution sera uniquement présentée en annexe.

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

Sod1%8eR,

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

traitement de la SLA.

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

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

PARTIE 1 : La Sclérose Latérale Amyotrophique

A. Présentation des aspects cliniques

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

2018).

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

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

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

2.1 Susceptibilité génétique de la SLA

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

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

la partie 1-B.

90 % de formes sporadiques 10 % de formes familiales

1%
. 3% 1% 12%
5%

5%

32%

o o

Causes inconnues C90RF72 |

Figure 1 : Répartition génétique dans la SLA.

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

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

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

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

causalité.

3. Letableau clinique

3.1 Déclaration et progression de la SLA

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

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

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

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

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

Paralysie généralisée

Déces du patient

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

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

3.3. Les signes cliniques

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

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

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

Hyperreflexie Bulbe rachidien

Hypertonie Muscles faciaux (ex : langue)

Muscles respiratoires

Fasciculations . .
(intercostaux et diaphragme)

Spasticité

Signe de Babinski

Signes d’atteintes des MINB et MINS :
Paralysie progressive

Faiblesse musculaire

Amyotrophie

Fasciculations

Crampes

Amyotrophie Muscles squelettiques inférieurs
Dyspnée
Dysarthrie
Orthopnée

Dysphagie

————— Neurones moteurs corticaux

S = Motoneurones bulbaires et spinaux

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

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

4. Etablissement d’un diagnostic différentiel de la SLA

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

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

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

4.1 les critéres de diagnostic d’ « El Escorial »

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

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

MN et I'atteinte musculaire retrouvées dans la SLA.

4.2 Les méthodes d’évaluation

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

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

4.2.1 Analyse du tissu musculaire par mesures électrophysiologiques et biopsies musculaires

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

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

en raison de son caractere invasif et douloureux.

4.2.2 La neuroimagerie

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

de la SLA.

4.2.3 Les biomarqueurs

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

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

au diagnostic de la SLA.

4.3 Evaluation et progression des symptémes de la SLA

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

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

d’assurer une prise en charge maximale.

Bulbaire

Motricité fine

Motricité générale

Respiration

Parole

4. Normale

3. Perturbations
détectables

2. Intelligible avec
répétition

1. Utilise
occasionnellement une
communication non
verbale

0. perte de la parole

Salivation

4. Normale

3. Hypersialorrhée discréte
avec bavage nocturne

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

Déglutition

4. Normale

3. Quelques fausses routes
2. Consistance des aliments
modifiée

1. Suppléments
alimentaires

0. Alimentation parentérale
exclusive

Ecriture

4. Normale

3. Lente et imprécise mais
compréhensible

2. Tous les mots sont
incompréhensibles

1. Préhension possible du
stylo mais n’écrit pas

0. Incapacité pour tenir le
stylo

Hygiene

4. Normale

3. Autonome mais
efficacité diminuée

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

0. assistance permanente
totale

Préparation des aliments

Mobilisation au lit
4, Normale

3. Autonome mais lenteur et

maladresse

2. Ajuste les draps avec
difficulté

1. Peut bouger mais pas se
retourner dans le lit

0. Dépendant

Marche

4. Normale

3. Difficultés de
déambulation

2. Marche avec assistance
1. Mouvements sans
déambulation

0. Aucun mouvement des
jambes

Montée d’escaliers

4. Normale

3. Autonome mais lente et
maladroite

2. Aide occasionnelle pour
couper les aliments

1. Aliments préparés mais
mange seule

0. Doit étre nourri

4. Normale

3. Lente

2. Fatigue

1. Aide nécessaire
0. Impossible

Dyspnée

4. Absente

3. A la marche

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

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

0. difficulté importante,
ventilation assistée
envisagée

Orthopnée
4. Absente

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

2. Besoin de plus de 2
oreillers pour dormir

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

Insuffisance respiratoire
4. Absente

3. Utilisation
intermittente d’'une
assistance ventilatoire

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

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

0. Ventilation mécanique
invasive par intubation ou
trachéotomie

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

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

médicales pluridisciplinaires mais également avec des traitements symptomatiques.

5.1 Les traitements symptomatiques non médicamenteux

5.1.1 Prise en charge médicale

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

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

5.1.2 Exercice physique

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

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

Aide sociale
Associations de patients
Psychologue

Professions paramédicales : Professions médicales :

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

Patient SLA

Figure 5 : Accompagnement médical multidisciplinaire du patient SLA.

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

5.1.3 Nutrition

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

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

apport nutritionnel réadapté.

5.1.4 La ventilation assistée

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

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

5.2 Les traitements symptomatiques médicamenteux

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

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

5.3 Les traitements médicamenteux autorisés

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

retrouvée lors de la transposition a I’'Homme (DelLoach et al., 2015; Kumar et al., 2016; Petrov et al.,

28



2017). En revanche, seuls deux agents pharmacologiques sont actuellement disponibles pour le

traitement de la SLA.

5.3.1 Leriluzole

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

traitement autorisé pour la SLA en Europe.

5.3.2 L’Edaravone

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

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

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

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

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

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

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

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

travaillé au cours de ma these.

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

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

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

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

maladie humaine :

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

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

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

efficace chez ’'Homme.

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

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

2.1 Le modéle SOD16%3A

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

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

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

2.2 Le modéle Sod1%%°R

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

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

métabolique »).

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

Dal Canto and
Gurney, 1995;
Kong and Xu,

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

Figure 6 : Caractéristiques principales observées dans deux modeéles murins de SLA.
NMC : neurones moteurs corticaux ; MN : motoneurones ; JNM : jonctions neuromusculaires.

34



C. Les mécanismes physiopathologiques décrits dans la SLA

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

de I'enzyme SOD1.

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

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

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

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

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

un mécanisme causatif de la mSOD1 et du stress oxydant.

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

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

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

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

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

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

fente synaptique (Ferraiuolo et al.,, 2011) a montré des effets satisfaisants dans les modéles

38



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

de la SLA.

D. Pathogénicité pluricellulaire

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

par exemple.

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

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

mais ne peut étre réduite a leur unique implication.

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

comprendre leur réle dans la pathologie.

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

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

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

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

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

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

physiopathologie de la SLA bien que les mécanismes soient toujours incompris.

41



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

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

conséquence de laSLA ?

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

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

alimentaire (Migrenne et al., 2006).

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

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

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

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

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

2.1 Le métabolisme glucidigue

2.1.1 Transport du glucose et régulation

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

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

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

Glucose

~ Glucose

Glycogéne

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

Lactate 4@- PyrIate \@4——@

Pyruvate =—=3 Acétyl-CoA
) PDH

Glycolyse aérobie . NADH
FALES. FADH,

@ Glycogénogeneése @ Glycolyse anaérobie

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

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

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

2.1.2 Devenir, utilisation du glucose et régulation

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

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

rapport AMP/ATP.

2.2 Le métabolisme lipidigue

2.2.1 Transport des acides gras et régulation

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

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

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

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

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

2.2.2 Devenir, utilisation des AG et régulation

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

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

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

2.3 Le chaine respiratoire et la phosphorylation oxydative

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

54



B. Altérations du métabolisme énergétique dans la SLA

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

négativement la progression de la pathologie.
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2. Hypermétabolisme cérébrale

2.1 Couplage métabolique astrocyte-motoneurone

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

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

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

Neurone Astrocyte Capillaire

_
v ~Glycogéne "\\

\

Glucose

Glu \\ K*

K+ ADI\’\‘-\
\\ w Na*, K*-ATPase
ATP ‘

—— Na*
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Figure 13 : Représentation schématique du couplage métabolique astrocyte-neurone.

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

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

a ces altérations métaboliques (Canosa et al., 2016; Cistaro et al., 2012; Garbuzova-Davis et al., 2007;

58



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

comme le muscle squelettique, particulierement touché par la SLA.

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

dans la SLA.

3.1 Structure et diversité des fibres musculaires

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Caractéristiques

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

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

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

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

prédominance de type de fibres (figure 16).

Muscle a prédominance Muscle a prédominance
oxydative glycolytique

Fibres|

Fibres|i

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

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

Reggiani, 2011).

Caractéristiques

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

Figure 17 : Caractéristiques d’innervation des différents types d’unité motrice.
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3.2 Sarcomeére et contraction musculaire

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

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

Filaments d’actine et de myosine

Bande | Bande A Bande | i

! I I 1

Bande H

! Ligne z Ligne M Ligne Z Myosine

Sarcomeére !

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

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

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

2) Libération d’Ach dans la
fente synaptique

4) Propagation du PA \

postsynaptique

Figure 19 : Représentation schématique du couplage neuromusculaire.

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

3.3 Dénervation sélective et progressive des muscles dans la SLA

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

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

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

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

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

Contraction rapide
Résistance a l'effort

Contraction lente
Résistance trés élevée a
I'effort

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

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

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

1 GI93A

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

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

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

Progression de la

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

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

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

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

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

SLA (Palamiuc et al., 2015).

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

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

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

1. Introduction

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

1.1. Amyotrophic Lateral Sclerosis

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

Gene mutations
Glutamate-induced Environnemental factors

excitotoxicity y ' (e.g. physical activity)

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

. Mitochondrial
Altered calcium dysfunction

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

(e.g. hypermetabolism)

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

1.2. Neuromuscular Junction

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

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

Change Relative to

Onset of Symptoms Results Ref.

NM] alterations

e Decrease of motor unit number measured by

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

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

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

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

MUNE: motor unit number estimation.

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

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

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

Change Relative to

Onset of Symptoms Results Ref.

Mitochondrial alterations in skeletal muscle

Patients

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

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

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

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

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

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

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

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

SOD1%34 mice Before

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

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

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

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

Moreover, early abnormalities in mitochondrial dynamics contribute to the degen-
eration of motor neurons in culture [61] and may contribute to the pathophysiology of
ALS [56]. In addition, mitochondrial calcium overload occurs in the nerve endings of ALS
patients [29] and disruption in calcium homeostasis was seen in different cell models ex-
pressing mutant SOD1 [62,63], and in the CNS [62,64] and the skeletal muscles of SOD16%34
mice [57]. Moreover, in asymptomatic ALS mice, mitochondria of muscle cells are no longer
able to regulate calcium signaling around NM]Js, and an excessively high concentration of
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calcium in the cytosol may contribute to the progression of muscle atrophy in ALS [57,65].
These data confirm a close link between mitochondrial dysfunction and calcium deregula-
tion, where the latter would consequently cause a defect in the mitochondrial respiratory
chain, triggering a vicious cycle.

The main mitochondrial abnormalities found in ALS concern respiratory complexes.
Wiedemann and colleagues [58] reported severe deregulation of the respiratory chain
complex I, and a decrease in the activity of respiratory complexes I and IV in the muscle
of sporadic ALS patients as well as in the muscles of the SOD1%%*4 mouse model from a
presymptomatic stage [51,54,55,59,66,67]. Mitochondrial functions also become progres-
sively impaired when disease progresses [55] and abnormalities in mitochondrial DNA
result in decreased activity of certain enzymes (e.g., NADH, COX) [59]. In addition, a
significant induction of UCP3 protein has been observed in the muscles of ALS patients
and ALS mice [68]. UCP3 is an uncoupling protein mainly expressed in the mitochondria
of skeletal muscles, and overexpression of UCP3 in this tissue would induce an increase in
lipid oxidation (3-oxidation) and energy expenditure [69,70]. Finally, the overexpression
of UCP1 in Sod1%%R mice leads to the degeneration of motor neurons, dismantling of
the NMJ and decreased survival [71]. Importantly, the alterations observed in skeletal
muscle can be detrimental to the integrity of the NM]J [39] without necessarily representing
a causal link [72]. Despite data indicating a strong relationship between mitochondrial
abnormalities and the progression of ALS, it is still impossible to establish a causal link
between these two phenomena [39,71-74].

2.2. ROS and Oxidative Stress

Reactive oxygen species (ROS) are very short-lived metabolites produced during ox-
idative phosphorylation. Under normal physiological conditions, a cell consumes oxygen
to produce energy, and at the same time must eliminate the ROS produced via defense
mechanisms such as superoxide dismutase (SOD) and antioxidant metalloenzymes [75].
Under conditions of oxidative stress and reduced mitochondrial respiration, large amounts
of ROS are produced and lead to cellular damage such as inflammatory response, excitotox-
icity, protein aggregation and apoptosis [76,77]. Furthermore, increased 3-oxidation of fatty
acids leads to the generation of lipid by-products which contribute to lipotoxicity and to
ROS production [78,79]. Several studies have already demonstrated the implication of ox-
idative stress in aging and in ALS [14,80,81]. Abnormally high levels of ROS markers were
observed in fluids [82,83] and post-mortem tissues from sporadic ALS patients [84-86]
(Figure 1). In muscle of Sod15%6R mice, oxidative stress was observed even before the
onset of motor symptoms and obvious signs of denervation [87]. Moreover, in muscle
of SOD1%%34, SOD1 activity was increased throughout ALS progression, indicating the
presence of oxidative stress in muscle [81,88]. Dobrowolny and colleagues demonstrated
that muscle expression of mutant SOD1 G93A was sufficient to induce oxidative damage,
muscle atrophy and dismantlement of the NMJs [38,73]. Recently, an increased production
of ROS was shown in the muscle of SOD1%%34 mice and in muscle of wild-type mice
with transient overexpression of the SOD1%34 mutation [89]. Changes in mitochondrial
functions were dependent on the progression of pathology, and the SOD1%%34 mutation
was found to directly contribute to mitochondrial dysfunction long before the death of
motor neurons. Although the induction of oxidative stress was not sufficient to cause
motor neuron death, the above evidence supports the contribution of uncontrolled ROS
production in skeletal muscle to ALS development. However, other studies suggest that
mitochondrial disorders in ALS are minor [66,90-92] but are increased as ALS escalates [55].
Altogether, these data support the hypothesis of a major involvement of oxidative stress
and mitochondrial alterations in ALS progression.
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3. Metabolic Alterations in Amyotrophic Lateral Sclerosis
3.1. Discovery of Hypermetabolism

Classically presented as a strict disease of the cortical, bulbar and spinal motor neurons,
the alterations of skeletal muscle observed in ALS are often considered to reflect the loss
of these neurons. However, many studies examining the involvement of altered energy
metabolism in ALS are starting to challenge this dogma. One of the major symptoms of
ALS is weight loss, which is often studied through the measurement of the body mass
index (BMI). As ALS progresses, a reduction in BMI and body fat is reported in patients
with ALS [93]. Early insulin resistance [94] and glucose intolerance [95] have also been
reported in ALS patients. This insulin resistance, which leads to a decreased sensitivity of
the peripheral tissues to insulin and limits nutrients entry into the cells, could participate
to the reduced BMI seen in patients. The loss of BMI in ALS is also associated with
malnutrition due to dysphagia, and a worse survival outcome [96,97], whereas a high BMI
is linked to a lower risk of developing ALS [98,99]. BMI is therefore a prognostic factor for
ALS [96,100-103].

In 2001, Desport et al. [104] identified an abnormal increase by 10% in resting energy
expenditure in patients with ALS (1 = 62; sex ratio M/F = 1.07) compared to healthy control
group (n = 31). Defined as hypermetabolism, this phenomenon was subsequently con-
firmed, in a larger study, and was shown to be significantly increased by 14% and affected
62.3% of the 168 ALS patients (sex ratio M/F = 0.97) [105]. Data from the literature report
that hypermetabolism affects up to 66% of ALS patients [104-109] and is an early event that
persists throughout the course of disease [108,110,111]. Weight loss [112], hypermetabolism,
and dyslipidemia are now considered as three major risk factors for ALS [107,109,113,114],
and are associated with the severity of disease [108] (Figure 1). Remarkably, similar to
what was seen in ALS patients, Sod1%%°R and SOD15%34 mice were hypermetabolic and
this metabolic change was already detectable at the clinically asymptomatic stage of the
disease [115]. Moreover, an experimental induction of muscle hypermetabolism was suffi-
cient to cause muscle denervation and motor neurons loss [71]. As such, it appears that
hypermetabolism negatively impacts the progression of the disease. ALS mice also develop
a loss of metabolic flexibility before any motor symptoms. This results in the inability
to use glucose for energy production, leading to a decreased glycolysis and an increased
-oxidation in skeletal muscle [116] (Figure 2).

In addition, this loss of metabolic flexibility preceded hypermetabolism in SOD16%34
mice [60]. Interestingly, both Sod16%R [116] and SOD15%34 [60] mice had marked glucose
intolerance from an early stage of ALS, and glucose intolerance is, with dyslipidemia, one
of the key features of metabolic dysregulations in ALS patients [117]. One of the major
players in this energy imbalance is pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4), the major
muscle isoform of pyruvate dehydrogenase kinase [118,119], which plays a crucial role in
balancing glucose—fatty acid flux. A significant induction of this metabolic marker was
found in the skeletal muscles of Sod1%%R and SOD1%%*4 mice but also in the muscle of
ALS patients [116]. The main metabolic changes are summarized below in Table 3.

According to these observations, it can therefore be hypothesized that correcting the
energy balance (glucose vs. fatty acid) in skeletal muscle would reduce or slow down the
development and /or progression of ALS.
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Figure 2. Altered energy metabolism in ALS skeletal muscle. In skeletal muscle, glucose enters
into the cell through the GLUT4 transporter. It is then either stored as glycogen (not shown) or
phosphorylated to give rise to pyruvate, the final product of glycolysis. Once formed, pyruvate enters
into the mitochondria through a series of specific carriers (outer membrane: VDAC, inner membrane:
MPC). In the mitochondria, pyruvate is oxidized into acetyl-CoA by PDH before entering the Krebs
cycle to produce energy. Fatty acids enter the cell via FAT/CD36 transporters and get into the
mitochondrial matrix thanks to CPT1 where 3-oxidation will begin and produce acetyl-CoA which
produces energy once in the Krebs cycle. In ALS, the oxidative pathway is greatly enhanced while the
glycolytic pathway is reduced by abnormal induction of PDK4 in skeletal muscle which inactivates
PDH by phosphorylation. PDK4 is believed to be at the root of this energy imbalance. Ac-CoA:
acetyl-coenzyme A; CPT1: carnitine palmitoyltransferase 1; FAT/CD36: fatty acid translocase/cluster
of differentiation 36; GLUT4: Glucose transporter type 4; MPC: mitochondria pyruvate carrier,
PDH: pyruvate deshydrogenase; PDK4: pyruvate deshydrogenase kinase 4; VDAC: voltage-gated
anionic channel.
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Table 3. Summary of the main alterations of metabolism and contractile properties of skeletal muscle in ALS patients and
ALS mouse models.

Change Relative to

number of fibers analyzed: ALS n = 63, control 1 = 65;
p<0.01)

Onset of Symptoms Results Ref.
e  3-fold increase of PDK4 mRNA level compared to
controls (ALS: n = 11, control n = 7; p = 0.035) [116]
e  4-fold increase of PDK4 mRNA level and 20% decrease
Patients After GAPDH mRNA level in ALS vs control cases (anconeus or [120]
deltoid muscle; ALS: n = 10, control: n = 6; p < 0.05)
e Switch in muscle fiber type from glycolytic to oxidative
in muscle biopsies of ALS patients (ALS: n =9, [21]
200-300 fibers/biopsy, p < 001)
$ e P55: Pdk4 mRNA level is increased 2.5-fold in tibialis
§ anterior (p < 0.05)
) e P70: decrease of type IIb fiber mRNA level by 0.5-fold
3 (n > 4; p <0.05) and Glut4 mRNA level by 0.4-fold (n > 4; [60]
= p < 0.05), and increase of CPT1 by 4.8-fold (n = 4, p < 0.01)
3 in TA
§ —Bioenergetics defects
°
-] e P70: glucose tolerance is significantly decreased
g (1 = 6/genotype, p < 0.05) [120]
=
] e P40: 22% decrease of motor unit number in the glycolytic
2 gastrocnemius muscle compared to control mice
o (p <0.05)
g e P80: 45% decrease of tetanic force in the glycolytic [122]
g SOD15%A mice Before muscle (extensor digitorum longus) and 48% decrease of
= motor units number compared to control mice (p < 0.05)
< — Sequential denervation of glycolytic muscles with
] disease progression
S
]
g . P60: the tetanic contractile force developed by the
=} glycolytic muscle TA is reduced by 80% (p < 0.01) and the
b number of motor units declines by 60% (p <0.01)
< compared to control mice
e P60: the number of innervated type IIb fibers is reduced [123]
by 40% in TA (p < 0.01) ’
e P60: decrease of cross sectioning area of type Ilbfibers
(p <0.001)
— Selective vulnerability of fast-twitch type IIb muscle fibers
— Preferential denervation of fast motor neurons
e P60: decrease of fast-twitch muscle fibers diameter by
12.5% compared to control mice (gastrocnemius muscle, [124]
1 4
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Table 3. Cont.

Change Relative to
Onset of Symptoms

Results

Ref.

Alteration of skeletal muscle metabolism and contractile properties

SOD15%4 mice

After

Swimming straining started at P70 delays disease onset
by 2 weeks (p < 0.001) and extends survival by 3 weeks
(p <0.01) (n = 8/ genotype)

P115: the fast-to-slow myofiber transition in the
fast-twitch plantaris and TA are significantly limited by
the swimming program

[125]

P115: Glut4 and Gapdh mRNA level are reduced by
around 75% in the TA and soleus muscles (p < 0.05);
Swimming training increases Glut4 and Gapdh mRNA
levels to control levels in TA but not in soleus; Pdk4
mRNA level is increased by 2-fold in TA (n = 5/genotype,
p <0.05)

— Impairment of glycolytic pathway
— Physical activity improves metabolism

[120]

P105: Swimming training started at P70 maintains grip
strength in ALS mice (7 = 8/genotype, p < 0.05 vs ALS
sedentary mice

P105: Citrate synthase activity is reduced by 30% in ALS
sedentary mice compared to control (p = 0.0007) and
swimming training prevents this decrease

(n = 8/condition).

P105: Malate dehydrogenase activity is increased ed by
25% (n = 8/condition, p < 0.0001)

— Altered glucose metabolism
— Swimming exercise modulates skeletal muscle energy
metabolism

[126]

Sod1G86R ice

Before

P65: ALS mice have improved performance during
endurance exercise

P65: glucose handling is altered. In TA, glycogen stores
are increased, PFK activity is decreased by 23% (ALS
mice n =7, control: n = 6; p = 0;016), pyruvate level is 1.7
fold increased (n = 5/genotype; p = 0;,019) Pdk4 mRNA
level is 2.2-fold increased in TA compared to control mice
(ALS mice n = 8, control: n = 7; p = 0;014) while
unchanged in soleus.

Relative mRNA levels of genes involved in lipid
handling pathway (Lpl; Cd36; Acsf2; Cptl; PparB/d) are
increased in TA

—Metabolic switch: glycolytic pathway is strongly inhibited,
and f-oxidation is enhanced

[116]

After

P95: grip strength is decreased in ALS mice

(n = 8/genotype, p = 0.03) and dichloraoacetate
treatment prevents grip strength loss (ALS mice: n = 8;
control: n =9, p = 0.0003)

DCA corrects the metabolic switch in TA

[116]

Acsf2: acyl-CoA synthetase family member 2; Cd36/Fat: fatty acid translocase; Cpt1: carnitine palmitoyltransferase 1; Gapdh: glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase; Glut4: glucose transporter 4; Lpl: lipoprotein lipase; Pdk4: pyruvate dehydrogenase kinase 4; Pfk: phospho-
fructokinase; Pparp/é: Peroxisome proliferator-activated receptor /8; TA: tibialis anterior.
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3.2. Impairment of Skeletal Muscle Metabolism by Physical Activity

The muscular system requires a considerable supply of energy to handle a variety
of physical challenges. To do this, skeletal muscle adapts its energy needs continuously,
according to its environment. The selection of fuel source is based on the interaction
between the metabolism of glucose and that of fatty acids and is controlled by the Randle
cycle [127]. During short and intense exercise (e.g., sprinting), the involvement of fast-type
glycolytic fibers necessitates that glucose oxidation (glycolysis) is favored as the primary
fuel pathway. Conversely, during sustained moderate exercise (e.g., a marathon, jogging),
which mobilizes slow type oxidative fibers, the oxidation of fatty acids (B-oxidation) is
preferred [128]. Subjected to different conditions (e.g., intensive and repeated sports
activity), muscle fibers adapt and change their phenotypic profile. For example, endurance
training is correlated with a strong release of fatty acids and an improved fatty acid muscle
absorption [129], thus reflecting improved B-oxidation and changes in muscle fiber type
composition [130]. Intense physical exercise is increasingly studied in ALS due to the large
number of patients diagnosed with ALS having had a sustained athletic career (Figure 1).
Several studies reported a high risk of ALS for athletes such as soccer players, baseballers
or tennis players [131-134]. However, one cannot exclude that other associated factors
such as exposure to pesticides, doping agents or repeated injuries could be the cause or
could participate in the development of the disease [135-137].

However, this link between high level athletes [133] or people with an intense lifestyle [138,139]
and ALS is still debated. Indeed, some studies do not observe any link between physical activity
and ALS [140,141] nor report activity as being a risk factor for the disease [142] given that ALS
patients who perform moderate exercise in the clinic have improved ALSFRS scores [143]. As
such, considering physical activity as a risk factor is highly controversial. Based on published
data, it appears that if physical activity is not directly causative of ALS, it might in some cases
worsen disease progression. Interestingly, in ALS mice, the type of physical exercise performed
appeared to be either deleterious or protective. Indeed, Mahoney and his colleagues showed that
high intensity exercise was detrimental to motor performance and survival in male SOD16%34
mice [144]. In contrast, in the same ALS mouse line, high frequency and large amplitude exercise,
such as swimming, improved motor functions, delayed the loss of motor neurons, and significantly
lengthened survival [125]. In addition, swimming had significant benefits on energy metabolism
in the muscle, allowing it to reuse glucose as an energy source at the expense of lipids [120], while
improving muscle strength [126]. Moreover, moderate exercise (low-speed treadmill running or
free access to running wheel) significantly preserved motor performance as well as motor neuron
density [145,146], unlike intense exercise (high-speed treadmill running) which slightly accelerated
the onset of motor disorders [145]. The differences in effects between these two types of exercise
result from the documented fact that swimming causes fast twitch fiber type transition and lactate
production which promotes glucose metabolism [147]. Overall, the beneficial effects of swimming
can be explained by the type of fibers recruited during this type of physical exercise. Swimming
preferentially solicits fast fibers while endurance exercise recruits slow fibers [147]. These data
demonstrate the benefit of preserving and/or stimulating glycolytic metabolism in skeletal muscle
which is compromised in ALS.

3.3. The Metabolic Switch of Muscle Fiber Types in ALS

In ALS, fast-type synaptic connections are more vulnerable as the disease progresses,
while slow-type synapses are relatively spared until the end stage of the disease [31]. In
2007, Hegedus and colleagues proposed that the loss of motor units occurred before the
detection of key motor symptoms and loss of motor neurons [122]. In addition, in the
SOD15%34 mouse model, they showed that contraction force of the tibialis anterior (TA),
a glycolytic muscle, was reduced when compared to the gastrocnemius, an oxidative
muscle. This observation was correlated with a selective and progressive degeneration
of motor neurons innervating glycolytic fibers twitch (especially I1IB fibers) [123]. It is
now accepted that there is a change in muscle fiber types from glycolytic to oxidative in
muscle of ALS patients [121], of SOD15%34 mice [123-125] and of mice expressing SOD1
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mutant specifically in skeletal muscle [38,39,73]. Interestingly, at the onset of the disease,
the entry of glucose into muscle fibers was not affected [115,148], suggesting that glucose
is rerouted to glycogen stores, rather than being immediately used as a source of energy.
Indeed, a decrease in glycogen synthase was observed at the presymptomatic stage of
disease in Sod1%¢R mice, and this was associated with the deterioration of glycolysis as
well as unused glycogen stores in muscle [116]. In SOD15%34, the proportion of glycolytic
fibers was reduced when compared to oxidative fibers. This was consistent with the
induction of oxidative myosin heavy chains and the repression of glycolytic myosin heavy
chains [60,125]. Additionally, a muscle transition from a glycolytic to oxidative phenotype
was described in Sod1%%R mice throughout the development of ALS [116]. In short, these
studies demonstrate that metabolic changes in skeletal muscle are a hallmark of ALS,
appear before the motor symptoms in mouse models and can have consequences at the
NMYJ. They further show that altered energy balance plays a role in the progression of ALS.

3.4. Main Actors of the Randle Cycle

To best ensure energy homeostasis, the Randle cycle continuously adapts specific fuel
usage (glycolysis vs. B-oxidation) to cellular demand by modifying blood glucose and
free fatty acid concentrations via their respective GLUT4 and FAT/CD36 transporters
(Figure 2). GLUT4 expression is drastically reduced in patients with ALS [149] and
SOD15%34 mice [60,120] while FAT/CD36 is significantly increased in presymptomatic
Sod16%6R mice [116]. Thus, the supply of glucose to muscle fibers is no longer assured,
leading to insulin resistance [150-152] and glucose intolerance [94,95,153,154] in ALS. At
the same time, the CPT1 transporter which allows the entry of fatty acids into the mitochon-
dria was also overexpressed in the SOD1%%34 [60] and Sod1¢8¢R models [115,116]. These
data are indicative of a disturbance in the assimilation of energy substrates and highlight
metabolic imbalance at the level of the muscle.

Once in the cell, glucose enters glycolysis or is stored as glycogen through the action of
glycogen synthase. In Sod1%%6R mice, at the asymptomatic stage, glycogen synthase activity
and glycogen accumulation are significantly increased in skeletal muscle, suggesting that
muscle cells are no longer able to use glycogen to produce energy, reflecting a problem
with carbohydrate metabolism [116]. Regarding glycolysis, one of the first enzymes to be
affected in ALS is phosphofructokinase 1 (PFK1). Indeed, from a presymptomatic stage,
the expression of PFK1 and its activity were significantly reduced in the muscle of Sod1%50R
mice [116]. The decrease in PFK1 expression in Sod1¢%R mice could be a consequence of an
increased uptake of fatty acid, enabled by induction of FAT/CD36 and CPT1 transporters,
known to strongly inhibit PFK1 [155]. The reduction in PFK1 expression and activity
occurs in response to an overexpression of PDK4 and high levels of PDK4 have been
observed in the muscle of ALS patients, and in SOD1%%*4 and Sod1%%6R mice even before
any detectable sign of denervation [60,120]. While suggesting that the overexpression of
PDK4 is not specific for mutations in the SOD1 gene, these data highlight that Randle cycle
intermediates become altered in response to changes in glucose—fatty acid flux.

The expression of PDK4 depends on several transcription factors including Foxol,
PGC1la and PPARB /5. Foxol is an ubiquitous transcription factor that was strongly in-
duced in muscles of SOD16%4 and Sod1%%¢R mice, as well as non-transgenic animals
after sciatic nerve injury [116]. PGClx plays an essential role in regulating the expres-
sion of genes involved in energy metabolism, lipid metabolism and in mitochondrial
biogenesis [156-160]. Muscle overexpression of PGClx leads to an induction of genes
involved in the oxidative pathway, causing repression of glycolytic enzymes and glucose
intolerance [161]. In mutant SOD1%3R mice, skeletal muscle induction of PGClx led to
maintenance of mitochondrial biogenesis, improved muscle function at the latter stages
of disease [162], and was associated with an increase in oxidative type IIA fibers [163].
Alternatively, overexpression of PPARB /0 in skeletal muscle increased the proportion
of type 1 oxidative fibers [164], and constitutive overexpression of PPARB /6 increases
mitochondrial biogenesis and caused a switch from fast to slow fiber type [165].

81



Cells 2021, 10, 1449

12 of 21

Taken together, these studies demonstrate the crucial role of muscle energy balance
in the pathogenesis of ALS, and are in agreement with the idea that correcting for, or
preventing the loss of, metabolic flexibility could be a promising therapeutic approach
in ALS.

4. Pharmacological Strategies for Targeting Energetic Imbalance in ALS

Below, we present a brief overview of two pharmacological modulators of energy
balance that were studied for their possible repositioning as ALS treatments and a third
one which is currently under investigation.

4.1. Dichloroacetate (DCA)

DCA is a drug that restores optimal glucose oxidation while inhibiting the oxidation
of fatty acids [166]. DCA inhibits the activity of PDK and thus stimulates the activity
of PDH [167] (Figure 3). In 2012, Miquel and colleagues found that DCA improved
mitochondrial function in astrocytes expressing the SOD1%%34 mutation, while preventing
their toxicity on cultured motor neurons. Additionally, they found that DCA improved
muscle strength, preserved the integrity of NM]Js, reduced motor neuron loss and prolonged
survival in SOD1%%4 mice [168]. In addition, DCA also delayed the onset of motor
symptoms in Sod15%R mice by limiting denervation and muscle atrophy [116]. The benefits
observed in Sod19%R mice could be explained by the protective effect of DCA on muscle
fibers by restoring the energy balance or preventing its imbalance. Treatment with DCA
limited the expression of genes controlling the oxidative pathway (e.g., PDK4, Foxol and
PPAR[ /) and increased the expression of those involved in the glycolytic pathway (e.g.,
PFK1). Moreover, DCA treatment improved motor functions, reduced the expression of
denervation and atrophy markers, and limited oxidative stress [116]. These data therefore
prove that restoring or preserving the metabolic balance can prevent oxidative stress,
protect mitochondria, and prevent denervation and muscle atrophy in Sod1%%R mice.
Although DCA exerts a number of beneficial effects, translation into the clinic is limited as
long-term use of DCA leads to hepatotoxicity [169].

Fatty acids
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Figure 3. Metabolic reprogramming of skeletal muscle by pharmacological approaches.
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In ALS skeletal muscle, energy metabolism is disturbed: glycolysis is decreased while
[-oxidation is increased. The three presented drugs could help normalize this energy
imbalance. DCA can restore glycolysis by inhibiting PDK4 activity. RAN and TMZ inhibit
B-oxidation. A correction of the glucose—fatty acid balance could explain the beneficial
effects of these molecules found in various studies on ALS.

4.2. Ranolazine (RAN)

RAN is a B-oxidation inhibitor approved by the FDA for the treatment of angina
pectoris [170-173]. RAN increases the oxidation of glucose [174-176] in patients with
symptoms of chronic angina pectoris [177] or congenital myotonia [178] (Figure 3). Several
studies have shown its efficacy against insulin resistance in animals [179] and patients
with type 2 diabetes [180,181]. Despite its beneficial effects on energy metabolism, only
one group of researchers working on ALS have exploited RAN efficacy. In 2020, RAN was
shown to significantly improve motor functions, restore metabolic homeostasis of skeletal
muscle, and prevent hypermetabolism in SOD1%%*4 mice. Due to the extreme severity of
ALS, the positive effects of RAN could not be sustained until the final stage of the disease
and could not affect the survival of animals [60]. Therefore, the putative utility of RAN
remains an open question. Further preclinical studies, followed by clinical trials, are still
needed at this stage to clarify whether RAN can be used as a clinically relevant drug to
cure ALS.

4.3. Trimetazidine (TMZ)

TMZ is an anti-anginal and anti-ischemic agent [182,183] that inhibits the oxidation
of fatty acids and promotes the oxidation of glucose [175,184,185]. The target of TMZ is
the 3-ketoacyl thiolase, an enzyme involved in the last step of -oxidation [184] (Figure 3).
Recently, Ferraro and colleagues showed improved motor performance in a mouse model
of sarcopenia after TMZ treatment [186]. In addition, this molecule increased the differenti-
ation of C2C12 myoblasts and induced myogenesis in a tumor-bearing mouse model [187].
A recent study investigating the effects of TMZ on the peripheral nervous system demon-
strated an antioxidant effect of TMZ, which resulted in a microenvironment conducive
to nerve regeneration and increased remyelination [188]. Based on its pharmacological
properties, TMZ appears as an interesting drug to test on ALS models. In preliminary
experiments, TMZ significantly increased the motor functions of Sod155R mice. We are
currently pursuing these experiments to decipher the molecular mechanisms by which
TMZ exerts its positive effects on ALS mice.

5. Open Questions and Future Directions

From recent works, it is now clear that ALS is not solely a neuronal disease but
that the target of motor neurons, namely the skeletal muscle, is also a major player in
disease initiation and progression. Further, the type of metabolism (e.g., glycolysis versus
B-oxidation) is also decisive. There is clearly a shift in metabolism from glycolytic toward
[-oxidation when disease progresses. This might account for the increased oxidative stress
since, at a given ATP demand, producing the cellular fuel from B-oxidation consumes more
oxygen and subsequently increases ROS production. We saw above that several molecules
such as DCA, but also FDA-approved drugs such RAN or TMZ, can be repositioned for
treating ALS to restore glycolysis in ALS mouse models and exert positive effects on muscle
strength. Future studies should now be aimed at studying the effects of these drugs in ALS
patients.

6. Conclusions

In conclusion, ALS is a highly complex disease. ALS etiology and the multiple patho-
physiological mechanisms that trigger the disease remain poorly understood. However, it
is clear that skeletal muscle and its bioenergetic disturbances are involved in the develop-
ment of the disease. Metabolic alterations observed in skeletal muscle in patients with ALS,
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and in mouse models of the disease prior to motor neuron degeneration, challenge the idea
of ALS being a disease that originates from the neuron. Further investigations of muscle
energy metabolism are essential and necessary to define new therapeutic approaches and
to develop drug candidates for treating ALS.
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PROBLEMATIQUE DE THESE

Bien que la SLA soit décrite depuis plus de 150 ans maintenant, il n’existe toujours pas de traitements
curables. En effet, seules deux molécules sont prescrites dans cette maladie (Riluzole et Edaravone)
mais leur efficacité reste limitée et controversée. Au cours de l'introduction, nous avons pu nous
rendre compte que la SLA est une maladie fatale, complexe, multifactorielle et systémique. De plus, la
SLA est retrouvée sous différentes formes : spinale, bulbaire ou respiratoire convergeant toutes vers
une paralysie progressive et le déces du patient. L’origine de la SLA est aujourd’hui inconnue mise a
part les SLA associées a des mutations génétiques héréditaires (familial) ou non (sporadique).
Considérée comme la maladie du motoneurone la plus fréquente chez I'adulte, les dernieres avancées
de la recherche ont permis de redéfinir la physiopathologie de la SLA, trop longtemps centrées sur le
motoneurone. En 2001, Desport et ses colleégues identifient une composante métabolique importante
chez les patients SLA. Celle-ci se caractérise par une augmentation de la dépense énergétique au
repos : c’est I’hypermétabolisme (Desport et al., 2001). De 13, plusieurs études s’y intéressent et
confirment le statut hypermétabolique des patients SLA sur des cohortes plus importantes et
rapportent également une dyslipidémie (Bouteloup et al., 2009; Desport et al., 2005; Dupuis et al.,
2008, 2011; Fayemendy et al., 2021; Funalot et al., 2009; Jésus et al., 2018; Ngo et al., 2015; Peter et
al., 2017; Steyn et al., 2018). Les mémes constatations ont été faites sur les modeles murins de SLA
SOD1%%34 et Sod1°%¢% (Dupuis et al., 2004a). Ces caractéristiques précédent les symptdmes moteurs de
la SLA et sont prédictifs de I'évolution de la maladie. En effet, I'hypermétabolisme et la dyslipidémie
sont des facteurs de risque de la SLA. A noter qu’une hyperlipidémie est aussi retrouvée et semble étre
protectrice chez certains patients atteints de SLA (Dorst et al., 2011; Dupuis et al., 2008; Jésus et al.,
2018; Steyn et al., 2018). Enfin, I'apport d’une nutrition riche et supplémentée en lipides est bénéfique
pour la progression de la maladie des patients SLA (Dorst et al., 2013; Ludolph et al., 2020) et pour le
modele murin Sod1%% (Dupuis et al., 2004a). La précocité de ces altérations métaboliques questionne
sur la responsabilité de ces atteintes dans la SLA. C'est pourquoi, notre laboratoire s’est intéressé a
I'origine et a la compréhension des mécanismes potentiels de la mise en place des altérations
métaboliques dans le modéle murin Sod1%R, En 2015, une perte de flexibilité métabolique est
identifiée dans le muscle squelettique de ces souris qui se traduit par une incapacité d’utiliser le
glucose comme source d’énergie principale (Palamiuc et al., 2015). Ainsi, une diminution de I'oxydation
du glucose (glycolyse) et une augmentation concomitante de I'utilisation des acides gras (B-oxydation)
sont constatées a un stade asymptomatique. Parmi I'ensemble des marqueurs mesurés dans cette
étude, le role crucial de la pyruvate déshydrogénase kinase 4 (PDK4) entre ces deux voies est avéré.
Une induction significative de I'expression de I’ARNm de PDK4 est mesurée dans le muscle de patients

SLA ainsi que dans le muscle des souris Sod1%%" aux stades asymptomatique et symptomatique. A ce
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stade, il est suggéré que PDK4 est a I'origine du déséquilibre de la balance glycolyse/B-oxydation et
gu’il représente un marqueur métabolique important dans la SLA. De ce postulat, le laboratoire a
utilisé le dichloroacétate (DCA), un agent pharmacologique connu pour limiter la B-oxydation et
stimuler la glycolyse en inhibant I'activité de la PDK4 (McVeigh and Lopaschuk, 1990; Whitehouse and
Randle, 1973). Bien qu’a long terme le DCA soit hépatotoxique (DeAngelo et al., 1999), le traitement
au DCA a permis d’empécher la surexpression de PDK4, de restaurer la glycolyse tout en préservant
les performances motrices des souris Sod1%%¢% (Palamiuc et al., 2015). De fait, 'utilisation du DCA n’est

pas compatible avec une étude clinique potentielle sur des patients SLA.

L'objectif premier de mon travail était de sélectionner des agents pharmacologiques disposant d’une
autorisation de mise sur le marché (AMM), d’une certaine innocuité méme a long terme et de
propriétés bénéfiques sur la balance énergétique qui s’avereraient intéressantes pour mon projet.
Ainsi, l'utilisation de molécules avec AMM faciliterait |’établissement d’un repositionnement

médicamenteux et la préparation d’un essai clinique.

Mon hypothése de travail est qu’'une modulation pharmacologique de la balance énergétique
glucose/acides-gras en corrigeant ou prévenant son déséquilibre pourrait étre bénéfique pour la

progression de la SLA des souris Sod1%%F,

Au cours de ma these, je me suis donc focalisé sur les effets de deux agents pharmacologiques ayant
les mémes propriétés que le DCA sur la balance énergétique des souris Sod1%®. Avec une équipe
italienne avec qui nous collaborons étroitement, nous avons pu montrer des effets bénéfiques de I'une

de ces deux molécules sur le modeéle murin SOD1%%34 (voir annexe).

Les résultats présentés dans ce manuscrit seront organisés sous forme d’un article scientifique en tant
gue premier auteur qui montre les effets positifs d’un traitement a la TMZ tant sur la balance
énergétique que sur le développement de la SLA dans le modeéle Sod1%8R, Cette étude a été possible
grace a I'étude pilote que j’ai mené (voir annexe) qui avait pour but de comparer les effets de la
ranolazine (RAN) et de la trimétazidine (TMZ) : deux molécules disponibles sur le marché et connues
pour leurs propriétés intéressantes sur le métabolisme énergétique. L'objectif de cette étude pilote
était de comparer les effets bénéfiques potentiels sur la balance énergétique et sur le développement
de la SLA, pour in fine sélectionner le meilleur candidat médicament. A l'issue de cette étude, la TMZ
s’est avérée plus efficace et plus prometteuse que la RAN dans le développement de la SLA chez une
petite cohorte de souris Sod1%8R, C’est pourquoi j’ai réalisé une seconde étude avec une cohorte plus
conséquente afin de vérifier les effets de la TMZ sur le modéle Sod1%8F dans le but de confirmer les

résultats préliminaires.

94



Au cours de mes trois années de these, j'ai pu contribuer a d’autres études en collaboration avec une
équipe italienne qui présentent les effets bénéfiques de la TMZ et du RAN sur le modéle SOD1%%%4, J’ai
également pu participer a d’autres études qui s’intéressent au métabolisme des lipides et plus
particulierement aux dérégulations des sphingolipides observées dans la SLA. En effet, notre
laboratoire a montré une altération de la voie des sphingolipides dans la moelle épiniere des souris
Sod1%%F 3 un stade présymptomatique de la maladie (Henriques et al., 2015, 2018). Ainsi, en modulant
le métabolisme des sphingolipides par une approche pharmacologique utilisant I'ambroxol
hydrochloride (AMB), nous avons mis en évidence des effets neuroprotecteurs de I’AMB sur |'axe
moteur des souris Sod1°%°% mais également sur leur sur survie (Bouscary et al., 2019). L’ensemble des

publications auxquelles j'ai pu participer est uniquement présenté en annexe de ce manuscrit.
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1. INTRODUCTION
La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la maladie du motoneurone la plus fréquente chez
I'adulte. Cette pathologie neurodégénérative et fatale est définie par la mort progressive et sélective
des neurones moteurs corticaux et des motoneurones bulbaires et spinaux (Brooks and Fischbeck,
1995; Bruijn et al., 2004; Cleveland and Rothstein, 2001; van Es et al., 2017; Masrori and Van Damme,
2020). Or, cette caractérisation ne peut plus se résumer a cela puisque d’autres cellules comme la
cellule musculaire est séverement affectée dans la SLA. De plus, I’hypermétabolisme et la dyslipidémie
recensés comme facteurs de risque chez les patients (Bouteloup et al., 2009; Desport et al., 2001, 2005;
Dupuis et al., 2008, 2011; Fayemendy et al., 2021; Funalot et al., 2009; Jésus et al., 2018; Ngo et al.,
2015; Peter et al., 2017; Steyn et al., 2018) et les modeéles animaux (Dupuis et al., 2004; Palamiuc et
al., 2015; Scaricamazza et al., 2020) font de la SLA une maladie pluricellulaire et systémique. Ces
atteintes métaboliques s’associent a la perte de poids, a I'intolérance au glucose et a la résistance a
I'insuline observées chez les patients et les animaux modeles (Dupuis et al., 2004; Palamiuc et al., 2015;
Pradat et al., 2010; Reyes et al., 1984). Toutes ces perturbations sont séverement liées a la progression
de la pathologie (Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018). En 2015, nous identifions trés précocement un
déséquilibre de la balance énergétique chez les souris Sod1%8R. Cela se traduit par I'incapacité d’utiliser
le glucose (glycolyse) comme source d’énergie principale et d’'une augmentation concomitante de
I’oxydation des acides-gras (B-oxydation). L'un des acteurs majeurs de ce déséquilibre est la pyruvate
déshydrogénase kinase 4 (PDK4) qui est significativement induit dans le muscle des patients et des
souris Sod1%8® (Palamiuc et al., 2015). PDK4 est une isoforme retrouvée majoritairement dans le
muscle strié squelettique, qui a pour role de phosphoryler la pyruvate déshydrogénase (PDH)
contrdlant ainsi la conversion du pyruvate en acétyl-CoA pour donner de I'énergie via le cycle de Krebs
dans la matrice mitochondriale. Ainsi, une surexpression de PDK4 induit I'inactivation de PDH et
provoqgue l'inhibition de la voie glycolytique favorisant la voie oxydative. La modulation de I'expression
de PDK4 pourrait empécher le déséquilibre de cette balance. En effet, nous montrons que |'utilisation
de dichloroacétate (DCA), un inhibiteur de I’activité de PDK4, rétablit la glycolyse tout en diminuant la
B-oxydation. De méme que le DCA améliore les fonctions motrices des souris Sod1%8F (Palamiuc et al.,
2015). Malgré ses effets bénéfiques, le DCA ne peut pas étre envisagé a long terme du fait de son
hépatotoxicité (DeAngelo et al., 1999). La modulation du métabolisme énergétique par des agents
pharmacologiques comme le DCA (Palamiuc et al., 2015) ou la RAN (Scaricamazza et al., 2020) montre
I'effet bénéfique sur le développement de la SLA de modeles murins. Dans cette étude, nous nous
intéressons aux effets potentiels de la trimétazidine (TMZ), un modulateur énergétique cardiaque
approuvé par I'EMA. C'est un traitement connu pour améliorer I’homéostasie énergétique du
myocarde en cas d’ischémie ou d’angine de poitrine (Shu et al., 2020). Le TMZ posséde les mémes

propriétés que la RAN, puisqu’il restaure la glycolyse et limite la B-oxydation en inhibant I'enzyme 3
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kétoacyl-CoA thiolase qui catalyse I'oxydation des acides gras (Kantor et al., 2000; Marzilli et al., 2019).
De plus, d’autres effets sont alloués a cet agent pharmacologique qui pourrait étre intéressant dans le
contexte de la SLA. En effet, le TMZ stimule la myogenése, améliore le métabolisme énergétique des
muscles squelettiques, la force musculaire et la communication neuromusculaire (Belli et al., 2019).
Nous postulons ici qu’une correction de la balance énergétique pourrait ralentir le développement de
la SLA dans le modéle Sod1%%". Pour répondre a cette question, nous avons évalué les effets du TMZ
sur I'axe moteur aux stades présymptomatique et symptomatique. L'intérét de se placer a un stade
présymptomatique est d’une part évaluer le potentiel effet préventif du traitement sur la dérégulation
du métabolisme énergétique et le déclenchement des premiers symptémes moteurs d’'un modele
murin qui développe une SLA familiale et d’autre part a un stade symptomatique pour évaluer les
effets du traitement sur I’évolution des symptoémes moteurs et la survie des animaux transgéniques.
Nos résultats révelent que la TMZ améliore le métabolisme énergétique du muscle strié squelettique,
limite la perte de force musculaire et préserve I'axe moteur des souris Sod1% en protégeant les
motoneurones et les jonctions neuromusculaires de la dénervation. Par ailleurs, nous montrons

également la capacité de réinnervation qu’a le TMZ sur des modeles in vivo et in vitro.

Pour compléter ces données, nous menons actuellement différentes expériences de biologie

moléculaires et biochimiques pour conclure sur I’'ensemble des effets obtenus avec ce traitement.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1 Déclaration éthigue

Les expérimentations ont été réalisées par des enquéteurs agréés, conformément aux réglementations
actuelles de I'Union européenne (directive 2010/63 /UE) et aprés approbation par le comité d'éthique
régional en expérimentation animale de Strasbourg (CEEA35) et par le ministére de I'Enseignement

supérieur et de la Recherche (APAFIS) # 21432; # 28602).

2.2 Animaux et conditions expérimentales d’élevage

Des souris femelles non transgéniques FVB/NRj générées chez Janvier Labs ont été utilisées pour
établir un modeéle de compression nerveuse. Pour les autres études, des souris transgéniques (Tg)
méles Sod1°%¢%, fond FVB/NR], surexprimant le mutant Sod1°fmurin (Ripps et al., 1995) et des souris
non-transgéniques (nTg) issues des mémes portées ont été générées. Ces souris ont été hébergées
dans l'animalerie centrale de la faculté de médecine a Strasbourg, a 23°C avec un cycle
lumiére/obscurité de 12 h et un accés illimité a I'eau et a la nourriture (Safe, A04). Le traitement avec
le TMZ (20 mg/kg/jour, Sigma-Aldrich) a été administré dans I’eau de boisson. Les souris non traitées

ou « véhicules » (VEH), ont recu I'eau de boisson habituelle de I'animalerie. Pour I'étude au stade
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présymptomatique, le traitement a débuté a 80 jours et s’est achevé a 95 jours. A cet age, les tissus
ont été récoltés pour des analyses de biochimie et de biologie moléculaire. Pour I'étude au stade
symptomatique (expérience de survie), le traitement a également commencé a 80 jours et s’est arrété
seulement quand les souris ont été euthanasiées aprés avoir atteint le stade final de la maladie. Les
souris développant précocement des symptémes moteurs séveres avant 90 jours ont été mises a mort
et exclues des analyses. Les animaux ont été euthanasiés lorsqu’ils étaient totalement paralysés et
incapables de se retourner dans les 5 secondes aprés avoir été placés sur le dos (stade final). Pour
|'euthanasie, les souris préalablement anesthésiées ont été mises a mort par une injection
intrapéritonéale d’Euthasol (120 mg/kg, Virbac) et ont été perfusées par voie intracardiaque avec du
PBS a 4°C. Avant le début de chaque étude, une base pour le poids et la force musculaire ont été

réalisées afin d’avoir des groupes expérimentaux les plus homogénes possibles.

2.3 Evaluation de la force musculaire

La force musculaire a été évaluée par le test d’agrippement a l'aide d’'un dynamomeétre (Bioseb,
Chaville, France). Pour réaliser ce test, la souris est placée sur une grille métallique qu'elle saisit
instinctivement pour tenter d'arréter le mouvement de recul involontaire effectué par le manipulateur
jusgu'a ce que la force de traction dépasse sa force de préhension. Le dynamometre enregistre la force
de traction maximale. La force musculaire (en gramme) est mesurée trois fois pour chaque souris. Les
résultats présentés sont la moyenne des trois essais consécutifs pour chaque animal et réalisés par le

méme expérimentateur pour réduire au maximum les biais liés a la procédure expérimentale.

2.4 Electromyographie

Tous les enregistrements ont été réalisés avec un appareil électromyographique (EMG) standard
(Dantec, Les Ulis, France) conformément aux directives de I'American Association of Electrodiagnosis
Medicine (AAEM). Durant la procédure, les souris sont anesthésiées avec 100 mg/kg de chlorhydrate
de kétamine et 5 mg/kg de xylazine et sont maintenues a 37°C a I'aide d’un tapis thermostaté. Afin de
minimiser la variabilité, tous les enregistrements ont été réalisés par le méme expérimentateur. Les
enregistrements ont été effectués pendant 2 min avec une électrode a aiguille concentrique
(901350011, diametre 0,3 mm; Medtronic, USA) insérée dans le muscle gastrocnémien et tibial
antérieur. Une électrode a aiguille monopolaire (9013R0312, diamétre 0,3 mm; Medtronic) a été
insérée dans la queue de la souris pour relier le systeme a la terre et fermer le circuit. L'activité
électrique spontanée (principalement des fibrillations) caractéristique de la dénervation musculaire a

été différenciée de l'activité volontaire (décharges régulieres qui disparaissent avec la relaxation
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musculaire) par l'inspection visuelle et auditive. L'activité électrique spontanée avec une amplitude

d'au moins 50 uV a été considérée comme significative.

2.5 Compression du nerf sciatique

La compression du nerf sciatique a été effectuée sur des souris femelles FVB/NRj non transgéniques
dgées de 8 semaines. Ces souris ont été anesthésiées avec du chlorhydrate de kétamine (100 mg/kg)
et de la xylazine (5 mg/kg). Le nerf sciatique a été exposé au niveau de la mi-cuisse et comprimé avec
une pince fine pendant 30 secondes. L'incision cutanée a été soigneusement suturée et les souris ont
pu récupérer leur fonction motrice au cours du temps. Le membre postérieur, controlatéral a la [ésion,
servait de témoin. La veille de la chirurgie, une partie des souris a recu le traitement a différentes doses
de TMZ selon les groupes (5, 20 et 50 mg/kg/jour) dans I’eau de boisson. Le poids et |la force musculaire
des souris ont été mesurés quotidiennement. Au 12°™ jour de récupération motrice, les souris
préalablement anesthésiées ont été mises a mort par injection intrapéritonéale d’Euthasol (120 mg/kg,

Virbac) et perfusées par voie intracardiaque avec du PBS a 4°C.

2.6 Préparation des tissus

Pour I'ensemble des études, les souris préalablement anesthésiées ont été mises a mort par injection
intrapéritonéale d’Euthasol (120mg/kg, Virbac) puis perfusées par voie intracardiaque avec du PBS a
4°C. Pour des analyses biochimiques, les tissus ont été directement congelés dans I'azote liquide et
conservés a -80°C jusqu’a utilisation. Pour des analyses d'immunohistochimie, les tissus ont été fixés
au paraformaldéhyde a 4% dans du tampon phosphate 0,1M pH 7,4 (pendant 24h pour les moelles
lombaires, 2h pour les muscles), puis stockés dans du PBS contenant 0,002% de thimérosal a 4°C

jusqu’a utilisation.

Marquage des jonctions neuromusculaires (JNMs)

Sous une loupe binoculaire, les fibres du muscle Extensor Digitorum Longus (EDL) ont été séparées en
minces faisceaux. Les JNMs ont été visualisés en marquant les récepteurs postsynaptiques de
I'acétylcholine avec de I'a-bungarotoxine (aBGT) et en marquant les terminaisons nerveuses avec des
anticorps dirigés contre les neurofilaments et la synaptophysine. Les faisceaux ont été prétraités avec
une solution de saturation/perméabilisation contenant 5% de sérum de cheval (#CCVCHLOO, Eurobio)
et 0,5% de TritonX100 dans du PBS1X pendant 30 minutes a température ambiante, puis incubés
pendant une nuit a température ambiante avec deux anticorps primaires: un anticorps polyclonal anti-
synaptophysine de lapin (#AB578, Eurogentec) et un anticorps polyclonal anti-neurofilament de lapin

(#NF575, Eurogentec) dilués chacun au 1/100 dans du PBS1X contenant 0,1% de TritonX100 (PBST).
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Aprés trois lavages de 10 minutes avec du PBST, les faisceaux ont été incubés avec des anticorps IgG
secondaires d’ane anti-lapin conjugués a Alexa 488 (1/500, #711-547-003, Jackson ImmunoResearch,
Suffolk, UK) pour visualiser les terminaisons nerveuses et aBGT conjugué a la rhodamine (1 pug / ml,
#T0195, Sigma-Aldrich) pour visualiser les récepteurs postsynaptiques de l'acétylcholine. Apres 1
heure et 30 minutes d'incubation et trois lavages avec du PBS, les faisceaux de fibres musculaires ont
été montés entre la lame et la lamelle dans un milieu aqueux (#18606, Aqua-Poly/monture,
Polysciences). Les JNMs ont été analysés avec un microscope a fluorescence (ApoTome 2, Zeiss). 100
a 120 JNMs ont été quantifiées par animal avec 5 souris par groupe pour les souris nTg et 8 souris par
groupe pour les souris transgéniques. Bien que la séparation des fibres musculaires soit faite
délicatement durant la préparation des échantillons, une perte d’environ 10% est systématiquement
retrouvée. Une perte systématique d’environ 10% d’innervation des JNM dans le groupe témoin. Pour
|'expérience de lésion du nerf sciatique, 100 a 120 JNMs ont été quantifiées par animal avec 7 souris

par groupe pour les souris nTg (traitées ou non).

Comptage des motoneurones (MNs)

Les moelles épiniere lombaire (L3-L5) incluses dans 4% d'agarose ont été coupées dans le plan coronal
au vibratome Leica VT1000S a une épaisseur de 40 um. Les sections ont été incubées dans un tampon
citrate 10 mM pH 6 pendant 30 min a 80°C, saturées pendant 30 minutes avec une solution de PBS
contenant 5% de sérum de cheval et 0,5% de TritonX100, puis incubées pendant une nuit a
température ambiante avec un anticorps primaire anti-acétylcholine transférase de chévre (ChaT)
(1/100, #AB144P - Millipore, France) dilué dans du PBST. Aprés trois lavages de 10 minutes avec du
PBST, les coupes ont été incubées avec des anticorps I1gG de lapin anti-chevre conjugués a Alexa594
(1/500, #A11058, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, USA) pendant 1h30 a température
ambiante. Les noyaux ont été marqués a I’'Hoechst 33342 (1 pg/ml; Sigma-Aldrich). Aprés trois lavages
avec du PBS, les coupes ont été montées entre la lame et la lamelle dans un milieu aqueux (#18606,
Aqua-Poly/monture, Polysciences). Six coupes de moelle épiniére par animal ont été observées avec
le microscope ApoTome 2 (Zeiss). Les deux cornes ventrales de chaque section ont été photographiées
avec l'objectif x20. Tous les neurones de plus de 400 um? ont été considérés comme des MNa. Les
groupes de souris nTg étaient composés de 5 souris par groupe, et les groupes de souris Tg étaient

composés de 6 souris par groupe (traitées ou non).

Extraction d'ARN et RT-PCR en temps réel

Les ARN ont été préparés selon un protocole du laboratoire. Brievement, chaque échantillon congelé
(muscle tibial antérieur ou TA) a été placé sur de la glace dans un tube contenant une bille en acier

inoxydable de 5mm. 500uL de réactif Trizol (Invitrogen, Groningen, Pays-Bas) a été ajouté et
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I'homogénéisation a été effectuée trois fois dans un TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA) a 30Hz pendant
5min. L'ARN a été extrait a I'aide d’une série de solutions contenant chloroforme/isopropanol/éthanol
et ensuite stocké a -80°C jusqu'a utilisation. Un microgramme d'ARN total a été utilisé pour synthétiser
I'ADNc en utilisant la transcriptase inverse (iScriptTM Reverse Transcription Supermix, 1708841, Bio-
Ras, USA) et les amorces oligo-dT comme spécifié par le fabricant. L'expression génique a été mesurée
par PCR quantitative en temps réel avec les amorces adaptées a chague ARNm, dNTP, ADN polymérase
hot-start et SYBR Green en tampon, selon les instructions du fabricant (SsoAdavancedTM Universal
SYBR Green Supermix, BioRad) dans un Bio-Rad Thermocycleur iCycler. La PCR a été réalisée dans des
conditions optimisées : dénaturation a 95°C pendant 30 secondes, suivie de 40 cycles de 10 secondes
a 95°C et 30 secondes a 60°C. Les séquences d'amorces (Eurogentec Seraing, Belgique) utilisées pour
chaque géne sont données dans le tableau supplémentaire 1. La quantification relative de chaque
ARNmM a été réalisée a I'aide du logiciel Biorad (CFX Maestro Software, BioRad) et calculée en fonction
du facteur de normalisation généré a partir des génes de référence (H2AC, H2AX, H1H2BC) a I'aide du
logiciel Genorm v3.5.

Pour I'’étude de compression du nerf sciatique, I'expression relative de chaque ARNm a été exprimée
sous la forme d’un rapport d’expression dans le muscle TA ipsilatéral (du coté de la lésion) / muscle TA

controlatéral (opposé a la lésion).

2.7 Culture d'explants de moelle épiniere

2.7.1 Culture primaire de motoneurones spinaux

Toutes les expériences ont été effectuées conformément au guide des instituts nationaux de la santé
pour le soin et I'utilisation des animaux de laboratoire et en adéquation avec les réglementations de
I’'Union Européenne (Directive 2010/63/UE ; n° d’autorisation : B1301310). Les neurones moteurs
(MN) de la moelle épiniére de rat ont été cultivés selon (Martinou et al., 1992; Wang et al., 2013). Les
foetus ont été extraits de I'utérus des rates gravides de 14 jours de gestation (Rats Wistar; Janvier Labs
France) anesthésiées profondément en chambre a CO; et mis a mort par luxation cervicale. Une fois
retirés, les foetus ont immédiatement été placés dans un milieu L15 Leibovitz réfrigéré avec une
solution de pénicilline a 2% (10000 U/mL) et de streptomycine (10 mg/mL) (PS) et de I'albumine de
sérum bovin a 1% (BSA). La moelle épiniére a été traitée pendant 20 min a 37°C avec une solution de
trypsine-EDTA a une concentration finale de 0,05% de trypsine et 0,02% d'EDTA. La dissociation a été
arrétée par I'addition du milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) avec 4,5 g/L de glucose, contenant
de la DNAse | grade Il (concentration finale 0,5 mg/ml) et 10% de sérum de veau fcetal (FCS). Les
cellules ont été dissociées mécaniquement par trois passages forcés a I’aide de la pointe d'une pipette

de 10 ml. Les cellules ont été ensuite centrifugées a 515 x g pendant 10 min a 4°C. Une fois le
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surnageant éliminé, le culot a été re-suspendu dans un milieu de culture composé de milieu
Neurobasal avec une solution a 2% de supplément B27, 2 mmol/litre de L-glutamine, 2% de solution
de PS et 10 ng/mL du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF). Les cellules viables ont été
comptées dans un cytometre Neubauer, en utilisant le test d'exclusion au bleu trypan. Les cellules ont
été ensemencées a une densité de 20000 par puit en plaques de 96 puits ou 120000 par puit en plaques
24 puits, pré-enduites de poly-L-lysine et ont été cultivées a 37°C dans un air (95%) - Incubateur CO;
(5%). Le support a été changé tous les 2 jours. Les puits des premiéres lignes et colonnes n’ont pas été
utilisées pour la culture (pour éviter tout effet de bord) et ont été remplis d'eau stérile.

2.7.2 Traitement au TMZ et induction du stress glutamatergique

La solution véhicule constitue le milieu de culture (0,1% DMSO final). Pour la phase de préincubation,
les MN primaires ont été prétraités avec du TMZ pendant une heure. Pour le stress glutamatergique,
au 13°m¢ jour de culture et aprés la préincubation, le glutamate a été ajouté sans lavage préalable a
une concentration finale de 5uM dilué dans du milieu témoin pendant 20 min. Aprés cette phase, le
glutamate a été retiré par lavage et un milieu de culture frais a été ajouté en présence de TMZ pendant

24 heures supplémentaires.

2.7.3 Méthodes d’évaluation

Révélation immunohistochimique : 24 heures apreés l'intoxication, les surnageants ont été éliminés et
les cellules ont été fixées par une solution froide d'éthanol (95%) et d'acide acétique (5%) pendant 5
min a -20°C. Aprés perméabilisation avec 0,1% de saponine, les cellules ont été incubées pendant 2
heures avec un anticorps monoclonal de souris anti-protéine associée aux microtubules 2 (MAP-2)
(dilution au 1/400) dans du PBS contenant 1% de sérum de veau foetal et 0,1% de saponine. Cet
anticorps a été révélé avec des IgG anti-souris de chévre Alexa Fluor 488 (dilution 1/400) dans du PBS
contenant 1% de FCS, 0,1% de saponine, pendant 1 heure a température ambiante. Pour chaque
condition, 30 images (représentatives de la zone de tous les puits) par puits ont été automatiquement
prises en utilisant ImageXpress® (Molecular Devices) avec un grossissement de 20x, en utilisant le
mémes parametres d'acquisition. A partir de cette acquisition, les analyses ont été directement et

automatiquement effectuées par MetaXpress® (Molecular Devices).

Les points suivants ont été automatiquement mesurés:
- Analyse de la survie des neurones (coloration MAP-2, nombre de neurones),

- Analyse du réseau de neurites (coloration MAP-2, longueur totale des neurites en pum)

2.8 Statistiques

Les données présentées sont exprimées en moyenne + Erreur Standard de la moyenne (ESM) et ont
été analysées 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
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deux groupes. La PCR quantitative, le comptage des JNMs et des MN ont été analysés avec un test
ANOVA a un facteur. Les évaluations motrices et comportementales ont été analysées avec un test

ANOVA a deux facteurs.

3. RESULTATS

3.1 La TMZ ralentit la progression de la maladie, préserve 'axe moteur de la

dégénérescence sans affecter la survie des souris Sod1°8R

Les patients atteints de SLA développent progressivement une perte de poids, subissent une perte de
force musculaire qui s’accompagne d’une atrophie et d’'une paralysie progressive. Au-dela de ces
symptomes visibles, la dégénérescence des MN et la déstabilisation des JNM sont des caractéristiques
clefs de cette pathologie. Les souris Sod1%8® qui récapitulent la totalité de ces stigmates, développent
les premiers symptomes visibles aux alentours de 90 jours puis s’intensifient et provoquent la mort
des animaux aux alentours de 105 jours. Pour déterminer si le TMZ serait capable d’influencer la
progression de la maladie, nous avons réalisé une premiere étude a un stade présymptomatique et
collectés les tissus pour des analyses biochimiques et immunohistochimiques. Les parameétres tels que
le poids et la force musculaire ont été évalués de 60 a 95 jours. Les souris non-transgéniques (nTg) sont
significativement plus massives que les souris transgéniques Sod1¢®R (Tg) (différence non
représentée). Au cours du temps, il n’existe aucune différence de poids entre les souris Tg Veh ou TMZ
(figure 1A). Cependant, entre 88 et 95 jours une perte significative de force musculaire est constatée
de 16,68% chez les souris Tg Veh par rapport aux souris Tg TMZ (figure 1B). Enfin, le TMZ décale
significativement I'apparition des premiers symptdmes des souris Tg en comparaison aux souris Tg Veh

(p-valeur=0,0473) (figure 1C).

A la suite des effets positifs du traitement sur la force musculaire, nous nous sommes intéressés a
I'impact du TMZ sur la dégénérescence des MN et des JINM. En effet, une perte significative de MN est
observée a 95 jours dans la corne ventrale de la moelle épiniére lombaire des souris Sod1%&FR
(Henriques et al., 2017). En comparaison avec les souris nTg Veh (12,48 + 1,54), 45,4% des MN sont
perdus chez les souris Tg Veh (6,82 + 0,29) a cet age (Figure 1E). Aucune différence significative n’est
observée entre les groupes nTg. Aucune perte n’est constatée chez les souris Tg TMZ (11,76 + 1,75)
par rapport aux souris nTg TMZ (12,15 + 2,54). Le nombre de MN est significativement plus élevé chez
les souris Tg TMZ (11,76 + 1,75) que les souris Tg Veh (6,82 + 0,29) (Figure 1E). Nous nous sommes
intéressés ensuite a I'extrémité distale de I'axe moteur : I'innervation des JNM. Comme le montre la
figure 1G, aucune différence d’innervation des JNM n’est observée entre les groupes nTg Veh et TMZ.
49,5% des JNM sont dénervées chez les souris Tg Veh (46,16 + 8,53) par rapport aux souris nTg Veh
(90,96 * 1,3). A l'inverse, aucune différence significative n’est constatée chez les souris Tg TMZ (77,11

+ 1,7) par rapport aux souris nTg TMZ (88,45 + 0,63). L'innervation des JNM est significativement plus
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élevée chez les souris Tg TMZ (77,11 + 1,7) par rapport aux souris Tg Veh (46,16 + 8,53).
L'administration d’un traitement au TMZ a un stade présymptomatique de la maladie (80 jours) permet

de préserver le nombre de MN ainsi que I'intégrité de I'innervation des JNM.

En paralléle du suivi longitudinal, nous avons mené des études électrophysiologiques dans le muscle
tibial antérieur pour évaluer les effets potentiels du traitement sur la dénervation musculaire (figure
2A). Avant traitement (78 jours), aucune dénervation musculaire n’est détectée dans les groupes de
souris Tg traitées ou non (figure 2B). A 93 jours, ~62% des souris Tg Veh ont de I'activité électrique
spontanée, synonyme de dénervation musculaire. A I'inverse, aucune souris Tg TMZ ne développe de
dénervation musculaire. A I'issue de ces enregistrements électromyographiques, nous avons quantifié
les marqueurs de dénervation (AchR a et y) dans le muscle qui a été évalué physiologiquement. Aucune
différence d’expression d’AchR a n’est observée entre les groupes de souris nTg traitées (1,1 + 0,24)
ou non (0,99 + 0,2). Dans le muscle des souris Tg Veh (40,53 + 23,35), I'expression d’AchR a est 40x
plus élevée par rapport aux souris nTg Veh (0,99 + 0,2). Pour les souris Tg TMZ (4,43 + 2,27),
I’expression d’AchR a est significativement plus réduite par rapport aux souris Tg Veh (40,53 + 23,35)
(Figure 2C). Concernant I'expression d’AchR y, aucune différence statistiquement n’est observée entre
les groupes mais une tendance a I'augmentation est notée chez les souris Tg Veh (62,61 + 51,96)
(Figure 2D). Ces données montrent que le TMZ prévient de la dénervation musculaire ainsi que la
surexpression des marqueurs de dénervation associés dans le muscle tibial antérieur des souris

Sod1%%k,

Les effets bénéfiques du traitement obtenus lors de I'étude a un stade présymptomatique, nous ont
menés a tester le TMZ a un stade symptomatique de la maladie pour évaluer son effet sur la survie des
souris Sod1%%R, Dans les mémes conditions de traitement, les mesures de poids et de force musculaire
ont été poursuivis jusqu’au stade final de chaque animal selon des critéres éthiques validés (cf matériel
et méthodes). Les souris nTg sont significativement plus massives que les souris Tg. Au cours du temps,
il n’y a pas de différence significative de poids entre les souris Tg Veh et TMZ. Toutefois, la perte de
poids débute a 98 jours et s’accentue de 34,65% jusqu’a 120 jours dans les groupes Tg Veh et TMZ
(Figure 3A). La figure 3B ne montre aucune différence notable de force musculaire entre les deux
groupes de souris Tg. Cependant, les deux groupes commencent a perdre de la force musculaire entre
90 et 95 jours pour ensuite s’aggraver jusqu’au stade final avec une perte de 87,4% et de 78,6% pour
les souris Tg Veh et TMZ respectivement. Enfin, la survie des souris Tg TMZ n’est pas augmentée par
rapport aux souris Tg Veh (figure 3C). Dans cette étude, le traitement a la TMZ ne permet pas

d’améliorer les fonctions motrices et I'espérance de vie des souris Sod1%%,
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3.2 La TMZ module le métabolisme énergétique des fibres musculaires des

souris Sod1°86R

Nous savons que le métabolisme énergétique est un parametre important dans la progression de la
pathologie. En effet, il est connu que les muscles squelettiques a prédominance glycolytique sont
vulnérables et qu’un remodelage du profil métabolique des unités motrices est observé tout au long
de la pathologie (Deforges et al., 2009; Hegedus et al., 2008; Kanning et al., 2010; Palamiuc et al.,
2015). Tout d’abord, I'expression de Pdk4 est significativement augmentée de 2,5 fois dans le muscle
glycolytique TA des souris Tg Veh par rapport aux souris nTg Veh. L'expression de Pdk4 est
significativement diminuée chez les souris Tg TMZ par rapport aux souris Tg Veh. Cette induction n’est
pas retrouvée chez les souris Tg TMZ qui ont des niveaux d’expression de Pdk4 similaires aux souris
nTg TMZ (figure 4A). Puis, nous avons quantifié I'expression de Foxol, PPAR et PGC1, des facteurs de
transcription qui régulent I'expression de Pdk4. Comme le montre la figure 4B, aucune différence
d’expression de Foxol n’est constatée mise a part dans le groupe des souris Tg Veh ol I'expression de
Foxo1 est significativement doublée par rapport au groupe nTg Veh. Aucune différence significative
n’est constatée pour I'expression de PPAR et de PGC1 entre les groupes (figure 4C-D). L’expression de
la Pfk1 (phosphofructokinase, enzyme de la glycolyse) tend a diminuer chez les souris Tg veh et est
significativement diminuée de moitié chez les souris Tg TMZ (figure 4E). Enfin, une tendance a la
diminution de I'expression de la CS est notée chez les souris Tg TMZ (figure 4F). Ainsi, la TMZ semble
limiter la surexpression de Pdk4 et de Foxol, connus pour engendre le déséquilibre de la balance

glycolyse/B-oxydation dans le muscle glycolytique TA des souris Sod1%8R,

Nous avons ensuite déterminé le profil métabolique du muscle TA en quantifiant I'expression des
chaines lourdes de myosine (MyHC) qui est altérée dans le modéle SOD1%%4 (Deforges et al., 2009;
Desseille et al., 2017; Hegedus et al., 2008; Scaricamazza et al., 2020). Cela nous permet de savoir si le
TMZ permet d’empécher le changement de statut métabolique des fibres musculaires dont nous
savons que les muscles a prédominance glycolytique progressent au fur et a mesure que la maladie se
développe vers un profil énergétique de type oxydatif (Desseille et al., 2017; Scaricamazza et al., 2020).
Aucune différence significative n’est a noter pour I'expression des MyHC de type | et lIx/d dans les
quatre groupes (figure 5A et 5D). Cependant, I'expression de MyHC lla, un marqueur des fibres
oxydatives, est 3 fois plus élevée chez les souris Tg Veh comparée aux souris nTg Veh. A l'inverse,
I’expression de MyHC lla est significativement diminuée chez les souris Tg TMZ par rapport aux souris
Tg Veh (figure 5B). Enfin, I'expression de MyHC Ilb, un marqueur des fibres glycolytiques, est
significativement réprimée de 50% chez les souris Tg Veh en comparaison avec les souris nTg Veh.
Enfin, I'expression de MyHC IiIb est significativement supérieure chez les souris Tg TMZ par rapport aux

souris Tg Veh mais comparable aux niveaux d’expression des groupes nTg traités ou non (figure 5C).
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Finalement, le TMZ limite la dérégulation des myosines de type MyHC lla et llb suggérant le maintien
du statut métabolique du muscle glycolytique TA durant la progression de la maladie chez les souris

Sod 1%k,

3.3 La TMZ facilite la récupération motrice d’un modéle de compression du nerf

sciatigue et favorise la pousse axonale in vitro

Précédemment, nous avons montré des effets remarquables du TMZ sur I'axe moteur des souris
Sod1%%¢F avec un nombre de MN et un taux d’innervation des JNM. Nous suggérons que ces effets sont
dus a la capacité du TMZ a promouvoir la réinnervation des unités motrices en condition pathologique.
Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé une étude dose-réponse in vitro utilisant une culture
primaire de MN spinaux et une étude dose-réponse in vivo utilisant un modéle de compression
nerveuse chez des souris nTg. Aprés une intoxication de 5uM de glutamate, une diminution d’environ
40% de de l'intégrité du réseau neuritique (figure 6A) et du nombre de MN (figure 6B) est constatée
par rapport a la situation controle. Aprés un traitement au TMZ, le pourcentage d’intégrité du réseau
neuritique est significativement préservé pour les concentrations 3nM et 10nM. En revanche, |'effet
n’est pas retrouvé avec des concentrations plus élevées (figure 6A). Concernant la survie neuronale,
la TMZ a raison de 3nM, 10nM, 30nM et 100nM protege significativement les MN de la toxicité au
glutamate avec un taux de survie supérieur a 75%. Au-dela de 100nM, le TMZ n’a plus d’effet sur la
survie des MN en culture (figure 6B). Dans un étude dose-réponse in vivo, nous avons évalué le
potentiel de réinnervation du TMZ sur la récupération motrice fonctionnelle apres I'écrasement du
nerf sciatique de souris nTg. Aprés la lésion, le poids et la force musculaire ont été mesurés
guotidiennement. La figure 6C ne montre aucune différence significative de poids corporel entre les
traitements. Dés le 9™ jour, la force musculaire est significativement améliorée au cours du temps
chez les souris nTg TMZ par rapport au groupe Veh (figure 6D). Au 12°™ jour, le taux d’innervation des
JNM est significativement plus élevé chez les souris nTg TMZ (64,43 + 6,44) que les souris nTg Veh
(27,14 + 7,34) (figure 6E). En association avec ces résultats, nous avons également quantifié
I’expression de différents marqueurs de dénervation, d’atrophie musculaire et métaboliques. En effet,
le rapport d’expression est significativement induit de 70 et 20 fois pour les marqueurs de dénervation
AchR a et Musk chez les souris nTg Veh par rapport aux souris nTg TMZ (figure 6F). L'expression des
marqueurs d’atrophie tels que Murf et Atg est significativement augmentée de 4 et 6 fois
respectivement chez les souris nTg Veh (figure 6G). Enfin, I'induction des marqueurs métaboliques
Pdk4, Foxol et PPAR est significativement accentuée de 6, 2, 2,5 et 3 fois chez les souris nTg Veh
comparée au groupe TMZ (figure 6H). De plus, nous montrons une force musculaire supérieure au
12%™¢ jour dans le groupe recevant une dose de TMZ & 5mg/kg/j comparée aux souris nTg Veh et aucun

effet n’a été observé avec la dose a 50mg/kg/jour (figure supplémentaire 1). La TMZ améliore la
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récupération motrice fonctionnelle au cours du temps tout en limitant la surexpression des différents
marqueurs de dénervation, d’atrophie musculaire et métabolique dans le muscle TA par rapport aux

souris nTg Veh.

4. DISCUSSION

Au cours de la SLA, les patients développent des symptomes moteurs séveres associés a une paralysie
progressive généralisée aboutissant a leur déces, généralement par détresse respiratoire. De plus,
deux tiers des patients atteints de SLA sont hypermétaboliques bien avant tout symptome moteur
observable. Cet hypermétabolisme est défini comme un facteur de risque dans I’évolution de la SLA
(Jésus et al.,, 2018; Steyn et al., 2018). Les déséquilibres métaboliques observés dans la SLA
représentent un enjeu majeur dans la pronostic et le diagnostic de la maladie. Bien que de nombreuses
molécules aient montré des effets bénéfiques dans les recherches précliniques sur les modéles
animaux, seul le Riluzole est autorisé dans le traitement de la SLA pour ses effets positifs chez les

patients.

Dans cette étude, nous montrons I'intérét d’agir sur le métabolisme énergétique des souris Sod1%%% 3
I'aide de la trimétazidine (TMZ), une molécule approuvée par 'EMA pour le traitement des angines de
poitrine. La TMZ est un modulateur métabolique utilisé dans les cardiomyopathies et qui est
intéressant pour ses propriétés sur le métabolisme énergétique du myocarde notamment. Par son
action inhibitrice sur I'enzyme 3-kétoacyl thiolase, la TMZ inhibe I'oxydation des acides gras (B-
oxydation) et stimule le métabolisme du glucose (Guarini et al., 2018; Marzilli et al., 2019). D’autres
études ont également souligné I'action bénéfique du TMZ sur la fonction mitochondriale (Argaud et
al., 2005 ; Dedkova et al., 2013 ; Meng et al., 2006), mis en évidence des propriétés antioxydantes
(Dhote and Balaraman, 2008) en limitant la production de ROS et en supprimant la réponse
inflammatoire (Kuralay et al., 2006; Martins et al., 2012), altérations caractéristiques de la SLA. Ainsi,
I'intérét du repositionnement du TMZ dans le contexte de la SLA est justifié dans le but de retarder au
maximum son développement. Bien que nous révélions que le TMZ n’affecte pas la survie des souris
Sod1%%*, nous montrons que I’administration de TMZ a un stade présymptomatique (80 jours) apporte
des effets bénéfiques tant sur le plan moteur que métabolique. En effet, le TMZ retarde
significativement la perte de force musculaire des souris Sod1°%" au cours du temps. Des études ont
montré I'efficacité du TMZ sur les performances motrices dans des modeles animaux de sarcopénie ou
de vieillissement (Ferraro et al., 2016; Molinari et al., 2017). En effet, le TMZ améliore le
fonctionnement des muscles squelettiques en augmentant la force musculaire (Ferraro et al., 2016) et
empéchant I'’épuisement musculaire causé par le phénotype de cachexie (Molinari et al., 2017). De
plus, le TMZ améliore le métabolisme énergétique et la biogénése mitochondriale des muscles

squelettiques (Ferraro et al., 2016; Molinari et al., 2017). En inhibant la B-oxydation, le TMZ limite le
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muscle squelettique a utiliser les acides gras comme source d’énergie principale, et stimule I'utilisation
du glucose augmentant ainsi les performances contractiles du muscle squelettique. En 2003,
Lopaschuk et ses collegues montrent que le TMZ améliore la fonction du myocarde apres I'induction
d’une hypoxie transitoire (Lopaschuk et al., 2003). Ainsi, cela pourrait expliquer I'effet du TMZ sur la
force musculaire des souris Sod1°%¢R. Dans la SLA, la perte de la flexibilité métabolique du muscle
squelettique est connue pour participer activement au développement de la maladie (Palamiuc et al.,
2015; Scaricamazza et al., 2020). En effet, I'enzyme PDK4 qui joue un réle crucial dans la régulation des
voies glycolytiques et oxydatives est particulierement dérégulée dans le muscle squelettique des souris
SLA (Palamiuc et al., 2015; Scaricamazza et al., 2020). Cibler cette enzyme permettrait d’empécher le
déséquilibre énergétique qui pourrait accélérer le changement de type de fibre musculaire et le
développement de [l'atrophie musculaire. Nos résultats indiquent que le TMZ empéche la
surexpression de Pdk4 et Foxol, un facteur de transcription directement lié a PDK4. Nous montrons
également que I'expression des fibres glycolytiques de types llb est préservée par le traitement et que
celle des fibres oxydatives de type lla n’est pas induite comme chez les souris Sod1°%% non traitées. Au
cours de la SLA, les muscles a prédominance glycolytique sont particulierement affectés et la
proportion du type de fibres oxydatives devient majoritaire (Scaricamazza et al., 2020). A ce stade,
nous suggérons que le TMZ retarde le déséquilibre énergétique dans le muscle des souris Sod1%% en
assurant une utilisation optimale du glucose comme source d’énergie, retardant le déclin des
performances motrices. Cependant, |'effet bénéfique qu’exerce le TMZ sur le muscle squelettique peut
s’expliquer par la flexibilité métabolique du muscle, capable de passer d’un substrat a un autre.
Seulement, le tissu nerveux ne possede pas cette faculté d’adaptation et laisse ainsi penser que I'action
du TMZ sur la B-oxydation ne peut expliquer a elle seule son effet neuroprotecteur des MN et des JNM

observé dans cette étude.

De ces effets bénéfiques sur les performances motrices, nous nous sommes intéressés aux effets du
TMZ sur I'axe moteur de ces mémes souris. En effet, le TMZ empéche la mort des MN, préserve
I'intégrité de l'innervation des JNM reflétant son action protectrice sur la dénervation musculaire
retrouvée dans le modéle murin Sod1%%". Ces résultats peuvent étre expliqués par la capacité
antiinflammatoire (Hohensinner et al., 2021; Kuralay et al., 2006; Martins et al., 2012; Wan et al.,
2017), antioxydante (Satyanarayana and Chopra, 2002; Wan et al., 2017) et/ou la capacité de stimuler
I’autophagie (Ferraro et al., 2013; Yang et al., 2019) qu’aurait la TMZ sur le modéle Sod1%8R, En effet,
une production accrue de ROS serait associée au phénomene de dénervation musculaire qui serait
ainsi défavorable a la survie des JNM et des MN (Muller et al., 2007; Qiu et al., 2018). Cependant,
aucune de nos données pour le moment ne peut répondre a ces interrogations ce qui nécessite plus

d’investigations sur ce sujet. Toutefois, les effets bénéfiques du TMZ constatés sur le déclin des
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fonctions motrices des souris Sod1°8* pourraient provenir d’un retard de déstabilisation de la JNM.
Dans la SLA, la dégénérescence de |’axe moteur peut s’expliquer par le phénomene de « dying-back »
(Dadon-Nachum et al., 2011). En effet, de nombreuses preuves affirment que le démantelement des
JNM précede la rétractation des axones distaux et ensuite survient la mort du soma des MN spinaux
des souris SOD1%%%** (Clarke, 1996; Fischer et al., 2004; Frey et al., 2000; Gurney et al., 1994; Ngo et al.,
2012; Pun et al., 2006; Vinsant et al., 2013). En revanche, méme si le TMZ protége les MN et préserve
les INM de la dénervation, il ne permet pas d’éviter la mort des souris Sod1%%F. De méme qu’il a déja
été montré que préserver les soma des MN n’était pas suffisant pour empécher la mort des animaux
car la stabilisation des JNM n’est plus assurée, connue pour étre un des premiers événements dans la
SLA (Rouaux et al., 2007). Une des raisons possibles qui peut expliquer les effets bénéfiques du TMZ
sur I'axe moteur est la capacité de la molécule a promouvoir la réinnervation et la plasticité axonale
pour compenser la dénervation des unités motrices lorsque la maladie se développe. Lors
d’événements pathologiques, certains types de motoneurones ont la capacité de bourgeonner pour
contacter des fibres musculaires dépourvues d’innervation. Dans la SLA, c’est le cas des MN FR et S qui
peuvent réinnerver des unités motrices délaissées par les MN FF qui ont dégénérés et qui n’ont pas
cette faculté (Duchen, 1973; Frey et al., 2000; Schaefer et al., 2005). Comme chez les patients SLA,
cette faculté de réinnervation des MN FR et S est également retrouvée chez les souris SOD1%°*A (Fischer

et al., 2004).

Pour tester cette hypothése, nous avons effectué d’une part, une étude in vivo qui évalue I'effet du
TMZ sur la récupération motrice fonctionnelle dans un modeéle de compression nerveuse ; et d’autre
part, une étude in vitro qui détermine la capacité qu’a le TMZ sur la survie et le réseau neuritique des
motoneurones en culture. Nos résultats montrent une récupération motrice fonctionnelle
significativement améliorée et un taux d’innervation des JNM supérieur dans le groupe TMZ par
rapport au groupe non traité. La quantification de I'innervation des JNM montre que le TMZ favorise
une meilleure réinnervation musculaire comparée au groupe véhicule. En paralléle de ces effets, nous
avons évalué I'expression relative des marqueurs de dénervation (AchRa, AchRy, Musk), d’atrophie
musculaire (Murf, Atg) et métaboliques (Pdk4, Foxol, PPAR) dans les muscles tibial antérieur
(ipsilatéral/controlatéral). Lors de phénomeénes de dénervation et d’atrophie musculaire comme ici,
une induction des marqueurs AchR a (Duclert and Changeux, 1995) et Atg (Pinheiro-Dardis et al., 2017)
est constatée. De plus, I'expression de Musk qui joue un role dans le développement et la stabilisation
des JNM (Sanes and Lichtman, 2001) est également augmentée dans le groupe véhicule par rapport
au groupe TMZ. Cela suggere que le TMZ a la capacité de promouvoir la réinnervation musculaire chez
des souris nTg aprés une compression du nerf sciatique. Ce phénomeéne de réinnervation axonale

induit par le TMZ a également été associé a un processus de remyélinisation amélioré dans un modele
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de rat ayant subi I'’écrasement du nerf sciatique (Karahan et al., 2019; Serarslan et al., 2009). Nous
I"avons évoqué plus haut, le TMZ stimule I'autophagie ce qui pourrait expliquer I’élimination des débris
cellulaires au site de lésion qui entraverait la remyélinisation faite par les cellules de Schwann.
Toutefois, nous n’avons actuellement aucune donnée qui permet d’étayer cette piste mais
nécessiterait qu’on s’y intéresse. Enfin, I'étude in vitro réalisée avec des MN en culture montre la
capacité de régénération axonale et de protection motoneuronale a certaines doses de TMZ aprés une
intoxication au glutamate. Par conséquent, ces données appuient les propriétés bénéfiques sur la

plasticité axonale du TMZ tant in vitro qu’in vivo.

5. CONCLUSION

L'ensemble de cette étude met en avant les propriétés intéressantes du TMZ sur I'axe moteur mais
aussi sur le métabolisme énergétique des souris Sod1%8R, Ces travaux montrent que le TMZ ralentit
I"apparition des symptdmes moteurs en préservant un nombre de MN similaire au groupe contréle et
protege les INM de la dénervation musculaire. En outre, la capacité du TMZ a favoriser la réinnervation
axonale montre tout l'intérét d’utiliser le TMZ dans le contexte de la SLA. Méme si ce traitement
n‘améliore pas la survie du modéle murin Sod1%%%, qui a un phénotype sévére et rapide, I'intérét
d’utiliser cette molécule dans d’autres modeles animaux de SLA a développement plus modéré est
justifié. Toutefois, les mécanismes sous-tendant les effets bénéfiques du TMZ ne sont aujourd’hui
toujours pas compris. Cependant, nous suggérons qu’une prise en charge précoce du métabolisme
énergétique du muscle squelettique permettrait de préserver la jonction neuromusculaire de la

dénervation et ainsi ralentir au maximum le développement de la SLA.
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Figure 1: La TMZ améliore les fonctions motrices, préserve I'intégrité des jonctions neuromusculaires
et la perte des motoneurones.

(A) Evolution pondérale des souris Sod1°%¢% avec ou sans traitement a la TMZ (non significatif ; n=23-
25/groupe). (B) Evolution de la force musculaire et (C) du point de départ de la maladie des souris
Sod1°%* avec ou sans traitement a la TMZ (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001, Anova & 2
facteurs). (D) Photos représentatives de la section L2-L4 de la moelle épiniére aprés une
immunohistochimie avec I’anticorps anti-choline acétyl transférase (ChAT ; en rouge) qui marque les
motoneurones (MN). Les MNa se trouvent dans la zone délimitée en pointillée. Barre d’échelle= 100
um. (E) Quantification des cellules positives pour le marquage ChAT. Seuls les motoneurones ayant une
superficie supérieure a 400 um? ont été comptés (n=5 pour les souris non-transgéniques et n=6 pour les
souris transgéniques ; Anova a un facteur). (F) Photos représentatives de jonctions neuromusculaires
(JNM) entierement innervées (image de gauche) et totalement dénervées (image de droite) (a-
bungarotoxine (BTX) : en rouge ; neurofilament (NF) et synaptophysine (SYN) : en vert). Barre d’échelle
= 50 um. (G) Pourcentage d’innervation des INM dans le muscle EDL dgé de 95 jours (n= 8/groupe;
**%*p<0,001; ****p<0,0001; Anova a un facteur).

118



= EMG- mm EMG+
1009 — = /= = — =

804

50 4VID

60"

[ Rpp| A " y oWl AN

EMG -

404-

% d'animaux

204+

’ | l M “ 0 I 1 I I I I I 1
! 1 D oD o o o od od od
: “M ; *P* ‘\w AV AT P AL A
veh TMz Veh Tmz

WT Sod1%86R

50 D

-

(3

o
1

* %

-

o

o
1

(3]
o
1

o
1

ARNm AChR alpha (UA)
o =S
1 1

ARNm AChR gamma (UA)

Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ
WT Sod1686R WT Sod1%86R

Figure 2 : Dénervation musculaire évitée et surexpression des marqueurs de dénervation limitée
dans le muscle tibial antérieur (TA) aprés un traitement a la TMZ.

(A) Représentations graphiques des tracés obtenus lors d’un EMG — et d’'un EMG + (n=5 pour les souris
non-transgéniques et n=8 pour les souris transgéniques). (B) Enregistrements électromyographiques
(EMG) réalisés a 78 jours et a 93 jours, soit avant et aprés traitement. Un EMG qualifié de “positif”
représente une activité électrique spontanée mesurée lorsque les pics sont supérieurs a 50uV. Le
pourcentage d’animaux développant de I'activité électrique spontanée (EMG +) est représenté pour
chaque dge (avant et aprés traitement). Expression relative des niveaux d’ARNm des marqueurs de
dénervation comme la sous-unité a du récepteur a I'acétylcholine (AChRa) (C) et la sous-unité y du
récepteur nicotinique a I'acétylcholine (AChRy) (D) évaluée par RT-qPCR dans le muscle tibial antérieur
dgé de 95 jours. Les valeurs de cette figure sont exprimées en moyenne + ESM ; n=5 pour les souris nTg
et 8 pour les souris Tg. **p<0,01: p-value nTg vs Tg Veh et #p<0,05 : p-value Tg Veh vs Tg TMZ ; Anova
a un facteur.
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Figure 3 : La trimétazidine n’affecte pas la survie du modéle murin Sod1%%F,

(A) Evolution pondérale et de la force musculaire (B) des souris non-transgéniques et des souris Sod1¢8R
avec ou sans traitement a la TMZ (non significatif entre les deux groupes de souris Tg ; n=6-9/groupe).
(C) Analyse Kaplan-Meier du pourcentage de survie des souris Sod1°8F aqvec ou sans traitement d la
TMZ (non significatif ; n=6-9/groupe).

120



ARNm Pdk4 (UA)
T

ARNm Foxo1 (UA)
T

Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ
wWT Sod1586R WT Sod1586R

w
1
] w
1 1

ARNm PPAR (UA)
l

ARNm PGC1 (UA)

o
|
o
1

Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ
G86R

WT Sod1%86R wT Sod1

|

m
T

=
wn
1

0,0751
0,0501

ARNm Pfk1 (UA)
T

ARNm CS (UA)
T 2

0.0

1 1 | 1
Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ Veh TMZ
WT Sod1S86R WT Sod1586R

Figure 4 : Altération de I’expression des génes de la balance énergétique dans le muscle glycolytique
TA de 95 jours des souris Sod1%®,

Expression relative des niveaux d’ARNm par RT-qPCR des marqueurs métaboliques Pdk4 (A), Foxo1 (B),
(C) PPAR, (D) PGC1, (E) Pfk1 et (F) Citrate synthase dans le muscle TA. Les valeurs de cette figure sont
exprimées en moyenne + ESM ; n= 12 pour les souris nTg et 16 pour les souris Tg. **p<0,01 : p-valeur
nTg vs Tg et #p<0,05 : p-valeur Tg Veh vs Tg TMZ; Anova a un facteur.
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Figure 5 : Modification du profil métabolique des fibres musculaires glycolytiques a oxydatives dans
le muscle TA de 95 jours des souris Sod1%%¢R,

Expression relative des niveaux d’ARNm par RT-qPCR des marqueurs de profils énergétiques des fibres
musculaires avec les myosines a chaines lourdes MyHCI (A), MyHClla (B), MyHClIb (C) et MyHClIx/d (D)
dans le muscle TA. Les valeurs de cette figure sont exprimées en moyenne + ESM ; n= 12 pour les souris
nTg et 16 pour les souris Tg. **p<0,01 : p-valeur nTg vs Tg Veh et #p<0,05 : p-valeur Tg Veh vs Tg TMZ;
Anova a un facteur.
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Figure 6 : La TMZ améliore la plasticité axonale et la réinnervation musculaire apreés lésion du nerf
sciatique sur un modeéle murin de compression nerveuse.

(A) Etude in vitro d’une dose-réponse avec la TMZ sur l'intégrité du réseau neuritique et (B) sur la survie
neuronale aprés un stress glutamatergique (n=6 puits/condition ; *p<0,05; Anova & un facteur suivi
d’un test de Fisher). (C) Evaluation pondérale des animaux non-transgéniques durant la récupération
motrice fonctionnelle aprés Iésion du nerf sciatique (non significatif ; n=7/groupe). (D) Evolution
temporelle de la récupération motrice de la patte ipsilatérale lésée (n= 7/groupe; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; Anova a deux facteurs). (E) Pourcentage d’innervation des JNM dans le muscle EDL aprés
une compression du nerf sciatique (n= 7/groupe; *p<0,05; Test t de Student). Expression relative des
niveaux d’ARNm par RT-qPCR des marqueurs de dénervation (AchRa, AchRy et Musk) (F), d’atrophie
(Murf et Atg) (G) et des marqueurs métaboliques (Pdk4, Foxol et PPARB/S) (H) dans le muscle TA des
souris nTg Veh et Tmz (20mg/kg/j). Pour chaque géne, le niveau d’expression dans le muscle ispilatéral
(IP) est normalisé sur le niveau d’expression dans le muscle controlatéral (CT) (n= 7/groupe; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001, Test t de Student).
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Figure supplémentaire 1 : étude dose-réponse d’un traitement avec la TMZ aprés une compression
nerveuse chez des souris non-transgéniques.
(A) Evaluation pondérale des animaux non-transgéniques durant la récupération motrice fonctionnelle
aprés lésion du nerf sciatique avec différentes doses de TMZ (non significatif ; n=7/groupe). (B)
Evolution temporelle de la récupération motrice de la patte ipsilatérale Iésée avec différentes doses de
TMZ (n= 7/groupe; Veh vs Tmz (20mg/kg/j) : *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Veh vs Tmz (5mg/kg/j) :

#p<0,05; Anova a deux facteurs).
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Myosine a chaine
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proliferator-activated
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Pdk4
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Pfk1

PGC1
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5’-3’

CCA-CAG-ACT-CAG-
GGG-AGA-AG

GAG-AGC-CAC-CTC-
GAA-GAC-AC

GCC-CTC-CAC-ACT-
AGT-TGA-CC
TAG-CAA-ATC-AGG-
AGG-TGC-TTG-T
GTG-AAC-ACC-AAT-
GCC-TCA-CAC

GCT-GGA-TGT-TTG-
GTG-GTT-CT

TTA-GGG-GAA-GGG-
ACA-GGA-CT

TTC-AGC-GGG-ACT-
GAG-AAA-CT

TGC-AGC-AGT-TCT-
TCA-ACC-AC
AGT-CCC-AGG-TCA-
ACA-AGC-TG
AGT-CCC-AGG-TCA-
ACA-AGC-TG
AGT-CCC-AGG-TCA-
ACA-AGC-TG
GCC-AAA-GGT-CAG-
ATT-GAG-GA

TGC-TGC-TGT-TCC-
TGT-TTT-C

ATG-GGG-GAC-CAG-
AAC-ACA-C

Table S1 : Séquences des amorces utilisées pour les gPCR.

3’-5’

AAC-GGT-GGT-GTG-
TGT-TGA-TG

GAC-CAA-CCT-CAT-
CTC-CCT-GA

GAC-GGA-TTG-ACA-
GCC-AGG-AA
TCT-GAC-ACG-TCT-
TTG-CCA-AC
CAC-ACT-CCA-AGC-
GCT-CAA-TA

TGC-TTT-GAT-TCC-
TTC-CAT-CC

CCT-CGT-GCC-TAC-
AAG-ATG-G

TGT-CTT-CCA-CGC-
TCA-GAA-TG

TCG-AGG-CTT-CTG-
GAA-GTT-GT
GCA-TGA-CCA-AAG-
GTT-TCA-CA
TTT-CTC-CTG-TCA-CCT-
CTC-AAC-A
CAC-ATT-TGG-CTC-
ATC-TCT-TGG
CAG-GTT-CTT-CTT-
GGG-GAG-AGT

CCC-TGC-CAT-TGT-
TAA-GAC-C

GGA-GGA-ATT-CTG-
GGA-GAG-GT
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DISCUSSION

L’objectif de mon travail de thése avait pour axe principal I'’étude du déséquilibre du métabolisme
bioénergétique sur le développement de la SLA dans deux modeles murins et les conséquences des
approches pharmacologiques utilisées. L’'ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit justifie
I'importance de la contribution majeure du métabolisme énergétique dans la pathogénicité de la SLA.
Par ailleurs, les bénéfices sur les plans métabolique et moteur obtenus avec les traitements utilisés
encouragent les futures recherches a développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la SLA.
Durant ce travail, j’ai pu comparer les effets d’'une modulation de ces désordres métaboliques a travers
deux modeéles murins de SLA. Dans cette section, je confronterai mes travaux collaboratifs et ceux

réalisés au sein du laboratoire dans le but de comparer les différents résultats obtenus dans ces études.

A. Des modulateurs métaboliques cardiaques préservent I'intégrité de I’axe

moteur de deux modeles murins de SLA

Grace aux nombreuses découvertes, nous savons aujourd’hui que la SLA n’est plus considérée comme
une maladie stricte du motoneurone mais bien comme une maladie systémique pluricellulaire
extrémement complexe. En effet, plusieurs études précliniques et cliniques suggérent que les
altérations du métabolisme énergétique retrouvées tels que I'hypermétabolisme et la dyslipidémie
participent au processus physiopathologique de la SLA (Bouteloup et al., 2009; Desport et al., 2001,
2005; Dupuis et al., 2004a, 2008, 2011; Fayemendy et al., 2021; Funalot et al., 2009; Jésus et al., 2018;
Ngo et al., 2015; Peter et al., 2017; Steyn et al., 2018). Ces perturbations s’installent bien avant le début
des symptoémes tels que la perte de poids, la faiblesse musculaire, 'amyotrophie et la dénervation
musculaire. Une fois les symptomes moteurs développés, la pathologie progresse rapidement et le
patient décéde généralement 2 a 5 ans apreés. Ainsi, les scientifiques s’efforcent de retarder au
maximum le développement de la maladie en préservant I'axe moteur des patients, en agissant
notamment sur le métabolisme énergétique. Nous suggérons qu’une modulation pharmacologique du
métabolisme énergétique peut étre bénéfique pour retarder I'apparition des symptémes moteurs de
la SLA (cf. revue (Quessada et al., 2021)). En 2015, nous identifions un déséquilibre de la balance
énergétique dans le muscle des souris Sod1%® qui traduit d’une incapacité a utiliser le glucose
(glycolyse) et d’une stimulation anormale de I'oxydation des acides-gras (B-oxydation). L'un des
acteurs de ce déséquilibre est la pyruvate déshydrogénase kinase 4 (PDK4) qui est surexprimée dans
le muscle de patients mais également de modéles murins SLA (Palamiuc et al., 2015). Pour pallier ce
défaut métabolique, nous avons utilisé le dichloroacétate (DCA), agent pharmacologique connu pour
inhiber directement I'activité de PDK permettant ainsi I'inhibition de la B-oxydation et la restauration

de la glycolyse (McVeigh and Lopaschuk, 1990; Whitehouse and Randle, 1973). Dans cette étude, il est
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montré que le DCA maintient le poids et la force musculaire des souris Sod1%%" tout en les préservant
de la dénervation musculaire. De plus, le DCA permet de rétablir la balance énergétique en restaurant
la glycolyse et en diminuant la B-oxydation. Bien que le DCA n’impacte pas le début d’apparition des
symptomes, il améliore les performances motrices, réduit I'astrogliose, préserve les motoneurones et
les JNM et augmente la survie des souris SOD1%%*4 (Miquel et al., 2012). Ces études démontrent ainsi
I'intérét d’agir directement sur le métabolisme énergétique défaillant avec des agents
pharmacologiques comme le DCA dans le but de retarder le développement de la SLA. Cependant, la
toxicité a long terme du DCA ne permet pas de I'envisager pour des études cliniques (DeAngelo et al.,
1999). Ces études encourageantes renforcent notre hypothése qui est de moduler le métabolisme

énergétique pour tenter de ralentir le développement de la SLA.

Dans cette idée, nous nous sommes intéressés a d’autres composés déja présents sur le marché et
autorisés pour des troubles métaboliques retrouvés chez des patients atteints de cardiomyopathies.
Avec nos collaborateurs, nous avons montré les effets positifs de la ranolazine (RAN), une autre
molécule aux propriétés métaboliques intéressantes prescrite dans le cadre d’angine de poitrine (Hill
and Schofield, 2002; Lionetti et al., 2011; McCormack et al., 1998; Tafreshi and Fisher, 2006). En effet,
la RAN améliore le métabolisme glucidique tout en inhibant I'oxydation des acides gras (B-oxydation)
(Clarke, 1996; Mourouzis et al., 2014; Stanley, 2002). Outre les nombreux travaux démontrant les
effets métaboliques de la RAN, certaines études cliniques soulignent méme le potentiel de la RAN sur
des désordres musculaires retrouvés chez des patients atteints de myoclonie congénitale. Deux études
cliniques pilotes montrent que la RAN améliorerait les signes et symptomes musculaires que
présentent ces personnes souffrant de raideur, de faiblesse musculaire et méme de douleur faisant
suite a ces troubles musculaires (Arnold et al.,, 2017; Lorusso et al., 2019). Dans notre étude
collaborative (cf. annexe, publication 2), nous montrons que la RAN améliore conjointement les
fonctions motrices des souris non-transgéniques et des souris SOD1%%*4, En revanche, I'effet bénéfique
transitoire de la RAN sur 'axe moteur ne permet pas d’allonger la survie des souris SOD1%%%A, A partir
de 139 jours, nous observons une perte d’efficacité de la molécule qui s’explique par I’évolution de la
pathologie et la sévérité des symptébmes a ce stade chez les souris SOD1°%4, Malgré la
reprogrammation métabolique de la RAN sur ces souris, une des limites de cette étude est I'absence

d’information concernant I'impact de la RAN sur I'intégrité des MN et des JNM des souris SOD16%4,

En paralléle de ces travaux sur le modéle SOD1%%*4 (Scaricamazza et al., 2020), nous avons mené une
autre étude en collaboration avec I'équipe italienne pour évaluer le potentiel thérapeutique de la

trimétazidine (TMZ), un composé analogue a la RAN sur le modeéle SOD1%%4 (

publication n°1:
Scaricamazza et al.,, 2021). Nous avons d’une part réalisé une étude préliminaire a un stade

présymptomatique sur des souris Sod1°%ef dont le but était de comparer les effets de la RAN de ce
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second modele de SLA et d’autre part une étude évaluant les effets de la TMZ sur le développement
de la maladie d’une petite cohorte de souris Sod1%F. Les résultats de mon étude préliminaire
montrent l'inefficacité de la RAN sur le développement des symptomes moteurs dans le modele
Sod1%%F (cf. annexe : données préliminaires). A l'inverse, le TMZ maintient le poids et ralentit
significativement la perte de force musculaire des souris Sod1%%F (Section résultats, figure 1). Durant
cette étude, nous avons réalisé des enregistrements électromyographiques (EMG) avant et aprés
traitement afin de mesurer la dénervation musculaire chez ces souris, autre signe clinique de la SLA.
En association avec la perte de force musculaire observée dans les groupes véhicule et RAN, les
données indiquent que les souris de ces deux groupes ont des signes de dénervation musculaire
accompagnés de la surexpression des marqueurs de dénervation AchR a et y (Section résultats, figure
2). De maniére intéressante, le groupe TMZ ne présente aucune dénervation musculaire témoignant
des performances motrices maintenues chez ces souris. De ces résultats, nous apportons la preuve de
I'inefficacité de la RAN mais surtout des résultats prometteurs de la TMZ sur le modéle murin Sod1%%*,

Nous nous sommes ainsi focalisés sur le potentiel thérapeutique du TMZ sur le modéle Sod1%86,

Comme mentionné précédemment, le TMZ est un modulateur métabolique cardiaque autorisé pour
traiter les angines de poitrine (Lopaschuk et al., 2010; Wolff et al., 2002), qui est intéressant pour son
action inhibitrice de la B-oxydation et stimulatrice de la glycolyse (Fang et al., 2012; Kantor et al., 2000;
Stanley, 2002). De plus, le TMZ a également montré des effets bénéfiques sur I'axe moteur ou il
améliore les performances motrices de souris agées (Ferraro et al., 2016; Molinari et al., 2017). Un des
objectifs de notre étude (cf. résultats) est d’évaluer et de confirmer les effets du TMZ sur le
développement de la SLA et sur I'intégrité de I’axe moteur du modéle murin Sod1%%, Lors d’une étude
menée a un stade présymptomatique, nous montrons que le TMZ ralentit significativement la perte
de force musculaire et empéche le développement de dénervation musculaire chez les souris Sod1%*,
Cet effet bénéfique obtenu dans une plus grande cohorte confirme nos résultats préliminaires
présentés ci-dessus. De maniére tres intéressante, Scaricamazza et ses collegues montrent des
performances nettement améliorées chez les souris males et femelles SOD1%%34 par rapports aux souris
non traitées (Scaricamazza et al., 2021). Ainsi, nous confirmons par ces études que le TMZ retarde la
perte de force musculaire dans deux modeéles murins de SLA. Dans mon étude (cf. résultats), les tissus
collectés a 95 jours ont permis la réalisation d’analyses biochimiques et immunohistochimiques afin

168 notamment la survie des MN et

d’évaluer le potentiel du TMZ sur I'axe moteur des souris Sod
I'intégrité des JNM. Nous savons que la perte des MN et des JNM est I'élément phénotypique majeur
de tout patient atteint de SLA. Ici, nous allons plus loin en quantifiant le nombre de MN et le
pourcentage de JINM innervées des souris Sod1%%F traitées ou non. Tout d’abord, nous confirmons que

le TMZ n’a pas d’impact négatif sur les MN des souris nTg et ensuite nous révélons que le TMZ préserve
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le nombre de MN chez les souris Sod1°8R, Dans cette quantification, nous nous sommes concentrés
sur les MN dont la surface de leur soma était supérieure a 400um?. Cette considération nous a permis
de nous affranchir d’un éventuel biais de comptage puisqu’un immunomarquage ChAT ne permet pas
de distinguer les MN a (2400um?) des MN y (<400um?). Or, nous savons que seuls les MN a dégénérent
dans la SLA (Kanning et al., 2010; Roselli and Caroni, 2014). L’analyse quantitative nous révele que le
nombre de MN est préservé chez les souris Sod1°R traitées avec le TMZ. Dans I'étude de Scaricamazza
et al., 2021, la quantification des MN pour les souris SOD1%%4 s’est basée sur des MN dont la surface
du soma était supérieure a >200um?. Bien évidemment, la taille des MN n’est pas comparable avec les
MN des souris Sod1%%¢* mais cela s’explique par la différence d’age des tissus dans I’évolution de la
maladie (MN de 95 jours pour les Sod1°8% et MN de 120 et 150 jours pour les SOD1%%4). Toutefois, le
TMZ prévient significativement la perte des MN des souris SOD1%*43 120 et 150 jours, deux stades
symptomatiques. Le traitement au TMZ permet ainsi de préserver les MN de la dégénérescence des
souris Sod1%%F et SOD1%%*4, Dans la continuité de ces analyses, nous avons évalué le potentiel de ce
traitement sur I'intégrité des INM des souris Sod1%%" et SOD1%°%4, un des premiers événements
pathologiques de la SLA (Moloney et al., 2014). En effet, le démantélement des JNM intervient avant
la dégénérescence des MN (Frey et al., 2000; Ngo et al., 2012; Pun et al., 2006; Vinsant et al., 2013)
aussi bien chez les patients que les modéles murins de SLA (Aggarwal, 2002; Fischer et al., 2004;
Gonzalez de Aguilar et al., 2008; Siklds et al., 1996; Tsujihata et al., 1984). Ces preuves suggerent un
mécanisme de dégénérescence rétrograde appelé « dying-back » (Dadon-Nachum et al., 2011) qui
s’opposent a la dégénérescence antérograde ou corticofuge appelée « dying-forward » (Brunet et al.,
2020). Bien que ces deux hypothéses s’opposent, nous ne pouvons pas exclure leur convergence pour
initier la SLA. Du fait de I'absence de dénervation musculaire et du nombre de MN sauvegardé, nous
mettons également en évidence que le TMZ préserve l'intégrité des JNM des souris Sod1%%. Chez les
souris SOD1%%%4 |e traitement maintient une meilleure innervation, limite le nombre de fragments et
améliore la stabilité des JNM aux deux dges (Scaricamazza et al., 2021). Ainsi, le TMZ préserverait du
démantelement des JNM en limitant aux maximum le phénomeéne de dégénérescence rétrograde,
atténuant ainsi la perte des MN dans ces deux modeles murins de SLA. Ces études soulignent le
caractére neuroprotecteur du TMZ sur I'axe moteur des souris Sod1°%f et SOD1%%4 et démontrent

gu’il est pertinent de prévenir au maximum la perte de I’axe moteur avant que la maladie ne s’installe.

C’est sur ce postulat que nous avons réalisé des études de survie pour tester le potentiel du TMZ sur
I'espérance de vie des souris Sod1%%% et SOD1%%*A, De maniére étonnante, le traitement au TMZ
n’empéche pas la perte de poids ni la perte de force musculaire au cours du temps et n’a aucun impact
sur la survie des souris Sod1%F, Le point limitant de cette étude est I'absence d’effet du TMZ sur les

performances motrices de souris Sod1%8R, En effet, nous avons démontré & multiples reprises sur des
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cohortes conséquentes des effets bénéfiques du TMZ sur les performances motrices. Ainsi, nous ne
pouvons pas tirer de conclusion sur cette étude de survie avant une nouvelle étude qui doit étre
menée. En paralléle de notre étude, Scaricamazza et ses collegues démontrent que le TMZ décale le
déclenchement des symptomes moteurs, augmente la durée de la maladie et allonge
considérablement |a survie des souris males et femelles SOD1%%*# (Scaricamazza et al., 2021). Tous les
effets bénéfiques du TMZ sur les performances motrices et I'axe moteur de ces deux modeles murins

justifient I'intérét de cette molécule pour des investigations futures en clinique.

Etant donnée les effets bénéfiques du TMZ sur I'axe moteur observés dans ces études, nous nous
sommes demandé si la molécule limite le déclenchement des symptémes moteurs ou alors si elle est
capable d’induire la réinnervation musculaire pour pallier I'installation de la dégénérescence. Nous
avons donc démontré que le TMZ stimule la plasticité axonale et la récupération motrice dans un
modeéle murin de compression nerveuse. En effet, les animaux traitées récupéraient leur force
musculaire plus rapidement et le taux d’innervation des JNM étaient significativement plus élevé. En
2009, Serarslan et ses colléegues mettent en avant les effets bénéfiques du TMZ chez des rats ayant
subi un écrasement du nerf sciatique. Le TMZ augmente significativement la régénérescence axonale
et leur myélinisation (Serarslan et al., 2009). Le TMZ favoriserait également la cicatrisation des nerfs
apres le méme schéma expérimental chez le rat (Karahan et al., 2019). En paralléle de cette étude in
vivo, nous avons également montré in vitro que le TMZ favorise I'allongement du réseau neuritique et
protége les MN en culture du stress glutamatergique induit. Ces résultats permettent d’affirmer que
le TMZ a la faculté de réinnerver les muscles striés squelettiques en réponse a une lésion ou une
dégénérescence due a la SLA. Toutefois, les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore élucidés mais

leurs hypotheses seront présentées plus loin.

L’ensemble de ces données souligne le caractére bénéfique du TMZ sur le systeme nerveux justifiant
I'utilisation potentielle que nous pouvons en faire dans la SLA afin de préserver au mieux I'axe moteur

des souris et a terme celui des patients atteints de SLA.

B. Correction de la balance énergétique musculaire comme élément clef

pour freiner le développement de la SLA ?

Durant la SLA, les MN ne sont pas les seules cellules a étre affectées puisque les cellules musculaires
subissent également des modifications au fur et a mesure que la pathologie progresse. Les patients
SLA et les modéles murins développent trés précocement des altérations métaboliques dans le tissu
nerveux mais également dans les muscles striés squelettiques. Les MN forment avec les fibres
musculaires qu’ils innervent des unités motrices aux propriétés contractiles distinctes. Les MN a qui

contactent les unités motrices « Fast twitch Fatigable » (FF) sont les premiers a dégénérer dans la SLA
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(Kanning et al.,, 2010; Roselli and Caroni, 2014). Ces unités motrices FF regroupent des fibres
musculaires de type llb disposant d’un métabolisme glycolytique permettant une forte et rapide
contraction mais une fatigabilité importante. Comme nous I’avions vu dans l'introduction (partie 2, B,
3.3), la sensibilité de ces unités motrices FF au processus dégénératif de la SLA est supérieure aux
unités motrices « Fast-twitch Resistant » FR et « slow-twitch » S (Atkin et al., 2005; Derave et al., 2003;
Frey et al., 2000; Gordon et al., 2010; Hegedus et al., 2007; Kanning et al., 2010; Pun et al., 2006). De
plus, le développement progressif de la maladie entraine des changements métaboliques majeurs des
fibres musculaires dans les modéles murins. Chez les souris Sod1%%%% et SOD1%%%4, |e profil métabolique
des muscles évolue avec la sévérité de la pathologie. En effet, plus la maladie se développe plus la
proportion des fibres musculaires au métabolisme oxydatif augmente par rapport aux fibres
glycolytiques (Deforges et al., 2009; Hegedus et al., 2008; Palamiuc et al., 2015; Scaricamazza et al.,
2020).

Ainsi, nous nous sommes intéressés tout d’abord au profil métabolique d’un muscle a prédominance
glycolytique, le tibial antérieur (TA) des souris Sod1%%%F et SOD1%°3*4 puis aux effets potentiels de la RAN
et du TMZ sur ce changement de métabolisme. Dans la publication n°2 en annexe (Scaricamazza et al.,
2020), nous avons mis en évidence la dérégulation des fibres musculaires en quantifiant les myosines
a chaine lourde MyHC. Nous avons montré une induction de la myosine MyHC Ila (oxydative) et MyHC
IIx (oxydative) dans le muscle TA des souris SOD1%%4, Or, une répression de la myosine MyHC IIb
(glycolytique) est notée au cours du temps. Ces résultats montrent une dérégulation progressive du
type de fibres musculaires faisant passer le muscle TA d’un métabolisme majoritairement glycolytique
a un métabolisme oxydatif avec I'évolution de la SLA. L’administration de RAN limite la surexpression
des myosines MyHC lla et lix alors qu’elle rétablit I'expression de la myosine MyHC Ilb dans le muscle
TA des souris SOD1%%4, La conséquence de cet effet est que la RAN freine le changement de profil
métabolique du muscle TA de ces souris et ainsi expliquerait le retard du déclin moteur des souris
SOD1%%34, En effet, cette quantification a été réalisée sur des muscles TA de souris traitées a la RAN
dgées de 120 jours (stade symptomatique) qui ont encore a cet age, des performances motrices
significativement plus élevées que les souris non traitées. En revanche, nous ne pouvons affirmer si la
RAN peut bloquer ces dérégulations jusqu’au stade final de la maladie. Ainsi, une étude d’analyse

transcriptomique a différents stades fournirait la réponse a cette question.

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux effets du TMZ sur I'expression des myosines MyHC dans le
muscle TA des souris Sod1%% (cf. résultats, Quessada et al., 2021) et des souris SOD1%%* (publication
n°1l, Scaricamazza et al., 2021). Le traitement au TMZ tend a faire augmenter I'expression des myosines
MyHC | et lIx dans le muscle TA des souris nTg par rapport aux souris nTg véhicule (cf. résultats,

Quessada et al., 2021). Bien que cela ne soit pas significatif, cette tendance interroge sur les effets du
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TMZ sur le métabolisme énergétique des fibres. Selon plusieurs études, le TMZ aurait la capacité de
modifier les propriétés métaboliques et contractiles des fibres musculaires en « mimant » un exercice
physique (Ferraro et al., 2014; Gundersen, 2011; Wilson et al., 2012). Il est clairement établi qu’en
fonction de l'intensité et de la durée de I'activité physique, des adaptations métaboliques musculaires
s’effectuent afin de mieux répondre au type d’exercice engagé (Pette and Staron, 2001; Talanian et al.,
2010). Molinari et ses collegues montrent que le TMZ induit un changement phénotypique du type de
fibre rapide a lent a la fois dans le muscle de souris sauvages mais aussi d’'un modele murin de
carcinome permettant d’augmenter leur force préhension (Molinari et al., 2017). De la méme maniere,
le TMZ augmente la proportion de fibres de type oxydative dans le muscle tout en améliorant les
performances motrices et la force musculaire des souris dgées souffrant de sarcopénie (Ferraro et al.,
2016). Dans ces études, cet effet mimétique du TMZ suggere qu’un changement des propriétés
contractiles de rapide a lent (glycolytique a oxydatif) permettrait d’améliorer I'efficacité énergétique,
diminuer la fatigue musculaire conférant ainsi de meilleures performances motrices aux souris. Cela
dit, dans notre étude aucune différence de performances motrices n’a été constatée entre les souris
nTg traitées ou non avec le TMZ (cf. résultats, Quessada et al., 2021). L'expression de MyHC I et lIx tend

1586 qvec ou sans traitement. Dans le muscle TA des souris

également a augmenter chez les souris Sod
Sod1%8% véhicule, une induction significative de MyHC lla et une répression de MyHC IIb sont
observées. A l'inverse, le TMZ empéche la surexpression de MyHC lla et restaure la diminution de
MyHC IIb. Dans Scaricamazza et al., 2021, une induction significative de MyHC Ila est observée dans le
muscle TA des souris SOD1%%4 Veh tandis qu’une répression de MyHC IIb est constatée & 90, 120 et
150 jours. Or, le TMZ limite de maniere significative ces dérégulations de myosines dans le muscle TA
des souris SOD1%%*4 3 90, 120 et 150 jours. Le ralentissement du changement de profil énergétique des
fibres musculaires d’un muscle particulierement vulnérable dans la SLA pourrait expliquer également
les effets bénéfiques du TMZ chez les souris Sod1%8R et SOD1%°*. Ainsi, le changement progressif du
profil métabolique du muscle des souris SOD1%%4 et des souris Sod1%%" souligne la contribution
majeure du muscle squelettique a prédominance glycolytique dans I’évolution de la SLA. Enfin,
I'utilisation de modulateurs métaboliques tels que la RAN et le TMZ prouve l'intérét de prévenir ces

changements d’identités métaboliques dans la SLA tout en limitant au maximum le déclin des

performances motrices.

Ce basculement d’'un phénotype glycolytique a oxydatif dans le muscle squelettique s’accompagne
d’une dérégulation de genes impliqués dans le métabolisme glucidique et lipidique. Dans le muscle TA
des souris SOD1%%4, 'augmentation crescendo de I'expression de Norl, myoglobine, pAMPK/AMPK,
PACC/ACC, SLN, CPT1 et Pdk4 montre une voie oxydative favorisée dans ce muscle initialement

glycolytique (Scaricamazza et al., 2020). L’administration chronique de RAN a permis une
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reprogrammation métabolique considérable en stimulant la glycolyse tout en limitant la voie
oxydative. La surexpression des génes des pompes calciques SERCA2a et SERCA2b (sarco/endoplasmic
reticulum calcium ATPases/SERCA iso-enzymes) associés au muscle oxydatif (Anderson et al., 2016) est
limitée par la RAN tandis que celle de SERCA1 (muscle glycolytique) est restaurée a un niveau
physiologique. Le niveau d’expression de SLN, pAMPK/AMPK, pACC/ACC a diminué fortement en
réponse a la RAN alors que celui de Norl est revenu a un niveau comparable aux souris nTg. En
revanche, I'effet de la RAN n’est que temporaire puisqu’au stade final de la maladie la surexpression
de ces marqueurs ne peut étre empéchée. Toutefois, la RAN permet de réduire la dépense énergétique
des souris SOD1%°3* tout au long du traitement, a I'exception du stade final ot la RAN n’est plus efficace
contre cet hypermétabolisme. En revanche, le traitement au TMZ empéche clairement I'état
hypermétabolique des souris SOD1°%* & 120 jours (Scaricamazza et al.,, 2021). Des données
supplémentaires seraient utiles pour évaluer si I'effet du TMZ persiste dans le temps, a un stade tres
avancée de la maladie. Ceci renforcerait encore un peu plus le spectre d’action bénéfique du TMZ dans
la SLA. Méme si la RAN n’a pas eu d’effet sur la survie des animaux, son efficacité tant sur le plan
musculaire que métabolique sur le modéle murin SOD1%°34, nous convint que I'utilisation d’agents
pharmacologiques similaires pourrait étre pertinent pour contrecarrer les désordres métaboliques

retrouvés chez plus de 2/3 des patients atteints de SLA.

Encore aujourd’hui, nous ignorons I'origine de ces défauts métaboliques dans la SLA. Notre laboratoire
a donc tenté de comprendre comment se mettait en place ces désordres métaboliques. En 2015, nous
identifions un déséquilibre énergétique qui se traduit par une utilisation anarchique d’acides gras
comme source principale d’énergie. En effet, une surexpression de Pdk4 est mesurée dans les muscles
TA des souris Sod1%%" dés un stade présymptomatique et au début de la maladie des souris SOD1%%*4
mais également dans le muscle deltoide de patients (Palamiuc et al., 2015). Nous pensons qu’un des
acteurs principaux responsable de ces changements métaboliques est la PDK4, connue pour inhiber
I'activité de la PDH (Bowker-Kinley et al., 1998) bloquera toute la voie glucidique favorisant
uniquement l'utilisation massive d’acides gras (Holness and Sugden, 2003). La régulation de
I'expression de Pdk4 est controlée par divers facteurs de transcription (PPARB/S, FOXO1, PGCla) ou
sous I'action d’une entrée massive d’acides gras libres (Kim et al., 2006; Nahlé et al., 2008). En 2015,
notre laboratoire démontre qu’en ciblant spécifiquement la PDK4 avec le dichloroacétate (DCA), il est
possible d’éviter ce déséquilibre énergétique en restaurant la glycolyse. De plus, le DCA rétablit le
niveau d’expression de PPARB/S5, FOXO1 et PGCla a un niveau similaire au celui des souris nTg
(Palamiuc et al., 2015). Les propriétés bénéfiques de la RAN sur le métabolisme énergétique des souris
SOD1%%34 (Scaricamazza et al., 2020), nous a conduit a investiguer les effets du TMZ sur le muscle TA

des souris Sod1%%, Notre étude révéle qu’un traitement chronique de TMZ empéche I'induction de
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I'expression de PDK4, FOXO1, PPARB/6 et de PGC1 dans le muscle de souris Sod1°%R. En revanche,
I’expression de PFK1 et de citrate synthase (CS) n’est pas restaurée avec le traitement (publication n°3,
Quessada et al., 2021). Parallelement, le TMZ inhibe la surexpression de CPT1 dans le muscle TA des
souris SOD1%°* |imitant ainsi I’entrée des acides gras entrainant donc une diminution de la voie
oxydative et une restauration de la voie glucidique (Scaricamazza et al., 2021). Toutefois, 'effet du
TMZ sur la quantification de I'expression de PDK4, FOXO1, PPARB/5, PGC1, PFK1 et de CS dans le
muscle des souris SOD1%%34 est nécessaire pour compléter cette étude. Ces données indiquent que les
défauts de la balance énergétique sont atténués avec le TMZ dans le muscle des souris Sod1%8F et
SOD1%%4, Toutefois, ces informations méritent d’étre complétées par des mesures d’activité
enzymatique et d’expression protéique de ces genes afin d’évaluer les effets du TMZ sur la mobilisation

des substrats énergétiques dans le muscle de ces souris.

Dans la SLA, la mobilisation du glucose représente un probléme majeur chez le patient comme dans
les modeles murins (Dupuis et al., 2004a; Palamiuc et al., 2015; Pradat et al., 2010; Reyes et al., 1984)
puisqu’une résistance a l'insuline précoce et une intolérance au glucose sont décrites. Une des raisons
a cela est I'expression du transporteur au glucose GLUT4 qui est réprimée dans le muscle des patients
et des modeles murins diminuant ainsi I’assimilation du glucose au sein du muscle (Desseille et al.,
2017; Scaricamazza et al., 2020; Zubiri et al., 2018). Bien qu’une autre expérience de test de tolérance
au glucose n’ait pas été faite pour évaluer les effets de la RAN, la molécule a permis de restaurer le
niveau d’expression de GLUT4 chez les souris SOD1%%** 3 un niveau similaire a celui de souris nTg
(Scaricamazza et al., 2020). Nous pouvons suggérer qu’une expression physiologique de GLUT4
retrouvée permettrait une meilleure assimilation du glucose dans le muscle des souris SOD1%%*, Or,
des analyses complémentaires sont nécessaires pour confirmer que I'expression protéique de GLUT4
est bien restaurée ainsi que la bonne translocation a la membrane de la cellule musculaire ai été
vérifiée. Des études ont montré que le TMZ améliore le métabolisme du glucose en diminuant la
glycémie, ce qui permet ainsi d’augmenter I'assimilation du glucose dans les muscles (Fragasso et al.,
2003; Kantor et al., 2000; Lopaschuk et al., 2003; Molinari et al., 2017). Chez les souris SOD1%°%, le
TMZ améliore la clairance au glucose par rapport aux souris non traitées (Scaricamazza et al., 2021).
Ainsi, I'effet hypoglycémiant du TMZ permettrait de contrecarrer ce déséquilibre de substrats
énergétiques au sein de la cellule musculaire et donc empécher une transition d’'une métabolisme

glucidique a oxydatif.

Par la combinaison de ces données encourageantes concernant les effets de ces modulateurs
métaboliques, nous suggérons qu’il est indispensable de s’intéresser aux troubles métaboliques

recensés dans la SLA afin de retarder le développement des symptomes moteurs. Le tableau ci-dessous
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récapitule 'ensemble des effets de la ranolazine et de la trimétazidine sur les deux modéles murins de

SLA présentés jusqu’ici.

Souris SOD1%934
@ effet sur le poids
A performances motrices
@ effet sur la survie

Ranolazine

Rétablit balance énergétique
musculaire
\ I'hypermétabolisme
@ effet sur le poids
A performances motrices
Préserve les JNM et les MN
NI démyélinisation
N neuroinflammation
Trimétazidine 7 survie
\I I'hypermétabolisme
Rétablit balance énergétique
musculaire

A fonction mitochondriale dans le

muscle et la moelle épiniére

Souris Sod1%8R
@ effet sur le poids
@ effet sur les performances
motrices
Effet sur la survie : N/E

@ effet sur balance énergétique
musculaire
Hypermétabolisme : N/E

@ effet sur le poids
A performances motrices
Préserve les JNM et les MN
N/A
N/A
Effet sur la survie : N/E

Hypermétabolisme : N/E
Rétablit balance énergétique
musculaire
N/A

Figure 22 : Effets pharmacologiques observés de la ranolazine et de la trimétazidine dans deux

modeéles murins de SLA.

N/E : non étudié ; N/A : non applicable ; JINM : jonctions neuromusculaires ; MN : motoneurones
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C. Stimulation du systeme de réparation au site de lésion favorisée par le

spectre d’action élargie de la RAN et du TMZ

Au cours de ma thése, nous avons eu recours a deux agents pharmacologiques qui ont montré des
effets bénéfiques sur le métabolisme énergétique mais également sur I'intégrité de I'axe moteur de
souris modeles de SLA. En revanche, nous ne pouvons pas expliquer leurs effets avec un seul
mécanisme en particulier mais bien une combinaison de processus qui serait favorable au maintien

et/ou a la réparation de I’axe moteur.

Aussi bien chez les patients que dans différents modeles murins de SLA, les anomalies mitochondriales
et les conséquences associées (surproduction de ROS, stress oxydant, défaut de la régulation calcique
etc.) restent des signes caractéristiques de la pathogeneése de cette maladie (Smith et al., 2019). Dans
I’étude de (Scaricamazza et al.,, 2020), nous avons montré une augmentation de la masse
mitochondriale ainsi qu’une défaillance bioénergétique précoce traduit par une diminution de I’ATP et
de la chaine respiratoire dans le muscle glycolytique TA des souris SOD1%%*4, Ces atteintes s’intensifient
au fur et a mesure que la pathologie progresse. L'augmentation de la masse mitochondriale signifie un
remodelage métabolique des fibres musculaires vers l'utilisation préférentielle d’acides gras comme
source d’énergie. Cette adaptation s’observe lors d’'un exercice d’endurance ou le changement
métabolique musculaire est accompagné par une augmentation de la masse mitochondriale (Granata
etal.,2018; Widmann et al., 2019). Le traitement RAN a permis de restaurer en partie la quantité d’ATP
dans le muscle TA des souris SOD1%%4 permettant ainsi de limiter le changement métabolique des
fibres musculaires (Scaricamazza et al., 2020). De plus, un traitement au TMZ permet également
d’améliorer la fonction mitochondriale dans le muscle et la moelle épiniére des souris SOD16%4
(Scaricamazza et al., 2021). En effet, le TMZ favorise la production d’ATP et améliore I’activité des
complexes I-,11/11l et IV dans le muscle TA et restaure I'activité des complexes | et II/Ill dans la moelle
épiniére de ces souris (Scaricamazza et al., 2021). De plus, la RAN et le TMZ ont la capacité d’améliorer
la fonction mitochondriale en réduisant d’une part la surcharge calcique en modulant les pompes
SERCA via la sarcolipine (SLN) (Scaricamazza et al., 2020 & 2021) et d’autre part limite le stress oxydant
en réduisant la production de ROS (Aldakkak et al., 2011; Terruzzi et al., 2017). Dans les terminaisons
nerveuses de patients SLA, une mauvaise manipulation du calcium est observée ce qui engendre une
excitotoxicité au calcium engendrant ainsi la mort neuronale (Siklés et al., 1996). C'est pourquoi
I'utilisation de la RAN et du TMZ est intéressante puisqu’elles viennent contréler la libération du
calcium des pompes SERCA préservant les cellules musculaires et les MN de cette toxicité au calcium.
Nous savons aujourd’hui que le stress oxydant associé a une surproduction de ROS est
particulierement toxique pour la viabilité cellulaire et important dans la SLA (Barber and Shaw, 2010;

Barber et al., 2006; Chang et al., 2008; Mahoney et al., 2006; Shaw et al., 1995; Shibata et al., 2001).
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Ainsi, nous pensons qu’en plus d’agir sur la balance énergétique (glucose vs acides gras), la RAN et le
TMZ préservent les MN et les muscles par leur action sur la fonction mitochondriale et leur effet anti-
oxydant. En 2015, Palamiuc et ses collegues montrent également qu’en rétablissant I'équilibre

168R (Palamiuc

énergétique avec le DCA, le stress oxydant est aussi limité dans le muscle des souris Sod
et al., 2015). Cela pourrait donc aussi justifier les effets bénéfiques du DCA sur I'axe moteur de ces
souris. Bien que ces paramétres n’aient pas été mesurées dans notre étude sur le modéle Sod1%8F,
quelques études discutent des effets du TMZ sur la fonction mitochondriale et le stress oxydant. En
effet, en améliorant la biogenése mitochondriale (Molinari et al., 2017), le TMZ lutterait en plus contre
la surproduction de ROS empéchant le stress oxydant connu pour étre délétere pour les cellules
concernées. Le TMZ réduit les différents marqueurs liés au stress oxydant dans un modéle murin
d’infarctus du myocarde (Gong et al., 2018), chez des souris atteintes de glaucome aigu (Wan et al.,
2017), dans le foie et les reins de rat atteint d’ischémie (Tetik et al., 1999) mais aussi dans un modeéle
de compression du nerf sciatique chez le rat (Karahan et al.,, 2019). En paralléle des propriétés
antioxydantes, le TMZ est également connu pour son effet anti-inflammatoire puisqu’il réduit la
synthése de médiateurs pro-inflammatoires (Kuralay et al.,, 2006; Wan et al., 2017). Ces preuves
renforcent 'idée que les effets bénéfiques du TMZ sur le modeéle SLA Sod1%%R ne se limitent pas

seulement au métabolisme énergétique mais pourraient bien résulter en plus de son action sur le

stress oxydant et I'activité mitochondriale.

Les dommages cellulaires engendrés par les maladies neurodégénératives par exemple nécessitent
une correction simultanée de plusieurs systémes comme nous venons de le voir avec le métabolisme
énergétique, la fonction mitochondriale et le stress oxydant. Par ailleurs, le processus autophagique
est un autre acteur crucial qui contribue au rétablissement de ’homéostasie cellulaire. L’autophagie
est un mécanisme physiologique de protection et de recyclage d’éléments cellulaires qui par leur
internalisation via le processus endolysosomal permet a la cellule de s’en débarrasser. C'est un
mécanisme fondamental puisque I'autophagie élimine les agrégats protéiques dans les maladies
neurodégénératives (Rusten and Simonsen, 2008). En revanche, ce processus peut étre gravement
perturbé au fur et a mesure qu’une pathologie se développe. C’est le cas de la SLA ol nous savons que
le processus autophagique est altéré engendrant ainsi la mort cellulaire. En effet, les protéines
agrégées telles que SOD1, TDP-43, FUS etc. dans les neurones de patients SLA suggerent un défaut
dans le processus autophagique. De plus, plusieurs études ont montré une surexpression des protéines
impliquées dans ce mécanisme telles que Beclin-1 et LC3-ll chez les patients et les souris SOD1%%34
(Gong et al., 2018; Li et al., 2008; Nguyen et al., 2019). A l'inverse, les protéines retrouvées mutées
dans la SLA telles que TDP-43 et FUS répriment I'expression de protéines responsables de I'induction

de I'autophagie (Ling et al., 2013; Soo et al., 2015). Toutefois, les connaissances actuelles ne nous
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permettent pas d’établir un lien direct entre I'altération de I'autophagie et la pathogénicité de la SLA.
Il convient de préciser ici, que nous n’avons pas dans nos études présentées dans ce manuscrit,
d’éléments témoignant d’une altération de l'autophagie. Néanmoins, il existe aujourd’hui des
régulateurs pharmacologiques connus pour stimuler I'autophagie qui pourraient ainsi étre bénéfiques
pour les maladies neurodégénératives, notamment la SLA. C’est le cas de la rapamycine, inhibiteur de
la protéine mTOR (Spilman et al., 2010), inducteur de I'autophagie, favorise I’élimination des agrégats
d’alpha-synucléine (Crews et al., 2010) et améliore le comportement moteur (Santini et al., 2009) dans
des modeles de Parkinson. Cependant, I'efficacité de la rapamycine est controversée dans certains
modeles d’Alzheimer et de SLA (Ling et al., 2009; Spilman et al., 2010; Staats et al., 2013; Zhang et al.,
2010). De maniére intéressante, I'induction de I'autophagie par la rapamycine favorise la régénération
du nerf périphérique ainsi que la récupération motrice chez des rats ayant subi une compression du
nerf sciatique (Huang et al., 2016). En paralléle, la metformine stimule I'autophagie via I’activation de
la protéine AMPK (Thomson, 2018; Zhou et al., 2001). Dans certains modeles de la maladie
d’Alzheimer, la metformine améliore la clairance des agrégats et les performances cognitives (Chen et
al., 2016) mais provoque une surexpression de ROS entrainant une neurotoxicité (Picone et al., 2015).
L'unique étude avec la metformine sur la SLA réveéle que la molécule n’a aucun effet sur le
développement des symptdmes et aggrave I'espérance de vie des souris femelles SOD1%%*4 (Kaneb et
al.,, 2011). Récemment, une équipe chinoise montre une amélioration de la récupération motrice
fonctionnelle et une régénération du nerf périphérique dans un modele de compression nerveuse (Liu
et al.,, 2019). L'ensemble de ces données apporte la preuve qu’une stimulation du processus
autophagique est bénéfique pour la régénération de I'axe moteur et peut étre particulierement
intéressant pour les maladies neurodégénératives. Dans nos études présentées dans ce manuscrit,
nous n’avons pas investigué les effets de la RAN et du TMZ sur le processus autophagique dans les
modéles murins SOD1¢%4 et Sod1°%F. Actuellement, aucune information n’est disponible dans la
littérature évoquant I'effet de la RAN sur I'autophagie des souris SLA. Ainsi, il serait utile de réaliser
des analyses complémentaires sur I'autophagie pour essayer d’expliquer en partie les effets positifs de
la RAN sur I'axe moteur des souris SOD1%%4, A I'inverse, plusieurs études ont souligné la capacité du
TMZ a stimuler I'autophagie. En 2013, Ferraro et ses collegues révélent in vitro que le TMZ protege les
myotubes C2C12 murins de I'atrophie musculaire (Ferraro et al., 2013). Pour cela, le TMZ limite la
surexpression de I'atrogine, de la myostatine et de MurF1, des acteurs moléculaires clefs impliqués
dans I'atrophie. En outre, le TMZ induit I'hypertrophie des myotubes et augmente |'expression des
myosines a chaine lourde pour lutter contre cette atrophie. Le traitement au TMZ conduit a une
augmentation du marquage de la LC3-ll et des lysosomes confirmant la formation accrue
d’autophagolysosomes. Enfin, le TMZ active I'autophagie en déclenchant la voie AKT (Ferraro et al.,

2013). Ainsi, les effets bénéfiques du TMZ sur les myotubes suggérent que I'autophagie est un
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mécanisme protecteur pour I'intégrité du muscle squelettique. De la méme maniere, le TMZ améliore
également le processus autophagique via la voie de signhalisation AMPK/mTOR lors d’une cardiotoxicité
induite chez des souris (Yang et al., 2019). Comme nous lI'avons évoqué précédemment, le TMZ
favorise la régénération nerveuse chez des rats ayant subi une compression du nerf sciatique (Karahan
et al., 2019). Cependant, les analyses électrophysiologiques et histochimiques de cette étude ne
permettent pas d’établir le mécanisme impliqué dans cette réparation tissulaire. En revanche, une
guérison nerveuse optimale est possible uniquement, si et seulement si le microenvironnement de la
|ésion est propice au bon déroulement de la régénération. A la suite d’une lésion, le systéme
immunitaire inné active plusieurs mécanismes dont l'induction des facteurs neurotrophiques et
I’élimination des débris cellulaires via I'autophagie notamment dans le but de favoriser la récupération
fonctionnelle et favoriser la remyélinisation (Faroni et al., 2015; Rotshenker, 2011). Karahan et ses
collégues montrent une augmentation significative du facteur neurotrophique NGF (Nerve growth
factor) aprés un traitement au TMZ (Karahan et al., 2019). Ce résultat nous ameéne a penser que le TMZ
stimule la régénération nerveuse en stimulant la synthese de NGF et pourrait étre a 'origine de la
réinnervation axonale dans mon étude de compression nerveuse. De plus, ce facteur de croissance est
réputé pour induire une réponse régénérative et une aider a la cicatrisation nerveuse (Boyd and
Gordon, 2003; Chunzheng et al., 2008; Johnson et al., 2008). Et de maniere intéressante, le NGF
améliore la clairance des débris de myéline dégradés au site de lésion en activant |'autophagie dans
les cellules de Schwann (Li et al., 2020). De fait, les cellules de Schwann peuvent procéder a la
remyélinisation du nerf sciatique et ce qui justifierait I’effet du TMZ sur la récupération motrice des

rats (Karahan et al., 2019).

L'ensemble de ces preuves souligne I'importance du microenvironnement dans la régénération
nerveuse qui s’effectue en partie par I'action conjointe du processus autophagique et des facteurs
neurotrophiques notamment. Bien que des analyses complémentaires soient indispensables, nous
suggérons que les effets bénéfiques de la RAN et le TMZ sur les modéles murins SOD1%%%4 et Sod1%8"
s’expliquent par leurs propriétés conjointes sur le métabolisme énergétique, le stress oxydant, et

I"autophagie.

D. Sensibilité différente des modeles murins de SLA vis-a-vis des

traitements : vers une thérapie personnalisée ?
L'avenement de la génétique a permis I'identification de plus d’une centaine de mutations dans le géne
SOD1. La découverte de mutations dans le gene SOD1 chez des patients atteints de formes familiales
(Rosen, 1993) a conduit a la création de plusieurs modéles murins de la SLA (Philips and Rothstein,

2015; Turner and Talbot, 2008). Pour appréhender au mieux la physiopathologie de la SLA et

139



développer de nouvelles thérapies, le recours a des modeles représentatifs de la maladie est
indispensable. Toutefois, il faut garder a I’esprit que ces modéles animaux sont des outils précieux pour
la recherche préclinique, qui présentent des avantages et des inconvénients. En effet, nous savons
gu’un modele animal doit remplir 3 criteres majeurs pour refléter au maximum la maladie humaine
étudiée, a savoir I’'homologie, I'isomorphisme et la prédictivité. Or, 'une ou l'autre de ces exigences

ne peut étre atteinte et modéliser totalement la pathologie humaine (Poindron et al., 2008).

Au cours de ma thése, j’ai travaillé sur deux modéles murins en particulier : le modéle SOD1%% et le
modéle Sod1%%R, |"utilisation de ces deux modéles au cours de ma thése avait un double objectif : 1)
évaluer le potentiel thérapeutique de deux molécules sur le développement de la pathologie mais
également 2) tirer des conclusions sur la sensibilité d’'un modéle par rapport a un autre vis-a-vis d’un
traitement pharmacologique. Ce sont des souris transgéniques qui expriment de maniére constitutive
une forme mutée humaine (SOD1°%%3**) ou murine (Sod1%%F) de la protéine SOD1. Historiquement, le
modéle SOD1%%4 est le premier modéle généré par I'équipe de Gurney en 1994 mais c’est aussi le
mieux décrit et le plus utilisé a travers le monde (Gurney et al.,, 1994). Pour rappel, ces souris
développent des symptdmes moteurs, des inclusions protéiques SOD1, une perte de MN, une
dénervation musculaire et une paralysie progressive conduisant a leur mort, reflétant la pathologie
humaine (Gurney et al., 1994). Les premiers symptomes apparaissent aux alentours de 70 jours et le
déceés survient vers 150 jours. Les caractéristiques phénotypiques de ce modele sont tres similaires a
celles retrouvées chez les patients. Selon les lignées, la durée et I’évolution de la maladie dépendent
des mutations, du nombre de copies du géne et de I'activité de la SOD1 mutée. En effet, la sévérité de
la maladie est corrélée avec le nombre de copies du transgene. Dans la plupart des cas, c’est le modele
SOD1%%34 3 nombreuses copies (SOD19%34 hish) qui est préféré pour sa durée de maladie (phase
symptomatique) plus courte que celui a faible copie (SOD1%%4 %) qui peut s’étendre jusqu’a 4 mois
(Canto and Gurney, 1997; Dal Canto and Gurney, 1995; Deitch et al., 2014). Toutefois, le modele
SOD1%%3A high ytilisé pour mes travaux a une phase symptomatique de 80 jours tandis que celle du
modeéle Sod1%F est d’environ 20 jours. Pour des études pharmacologiques, la durée de la phase
symptomatique est donc cruciale. En effet, le modéle Sod1%¢f qui exprime un nombre élevé de copies
du gene Sod1 murin développe les premiers symptémes vers 90 jours et meurt aux alentours de 110
jours (Dupuis et al., 2000; Halter et al., 2010; Kiaei, 2004; Ripps et al., 1995). Les données présentées
dans ce manuscrit démontrent une différence de réceptibilité des deux modeles entre la RAN et le
TMZ. Nous mettons en évidence des effets bénéfiques significatifs de la RAN sur les performances
motrices des souris SOD1%%4, mais pas chez les souris Sod1%8R. Une des raisons de ces différences
d’efficacité de traitement peut étre due a la durée de la maladie qui est 4 fois plus élevée dans le

modéle SOD1%%4 que le modéle Sod1%%. Bien que cela ne soit pas prouvé, la sévérité de progression
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de la maladie dans le modéle Sod1%%* peut justifier I'absence d’effet de la RAN dans nos études. De
plus, nous avons également pu constater des effets bénéfiques semblables du TMZ sur la composante
motrice et métabolique dans les deux modéles murins SOD1°%4 et Sod1°%¢%. Bien que le TMZ n’ait pas
eu d’effet sur la survie des souris Sod1°%, |a sévérité de progression peut totalement annihiler les
effets potentiels du TMZ. Enfin, nous pouvons également envisager qu’une dose plus élevée de TMZ

pourrait étre favorable a ce modele sévere de SLA.

En revanche, ces deux modeles partagent les mémes stigmates de la SLA a savoir la perte de poids,
I’hypermétabolisme, la perte sélective et progressive des neurones moteurs (corticospinaux, bulbaires
et spinaux), une dénervation musculaire, une paralysie progressive ainsi que des agrégats protéiques
(Philips and Rothstein, 2015). Toutefois, le début de la maladie, le phénotype, la vitesse de progression
et la durée de vie de chaque lignée différe selon le type de mutation, le nombre de copies et I'activité
enzymatique associée a la mutation. En surexprimant la forme murine du géne Sod1, la toxicité induite
par la surexpression du géne humain retrouvée dans le modéle SOD1%%* est abolie dans le modéle
Sod1%%%%, Dans ce dernier, 'activité enzymatique est inactivée du fait de la mutation G86R qui affecte
le site catalytique de I'enzyme. De plus, les agrégats protéiques SOD1 provoquent des altérations
morphologiques mitochondriales telles que des phénomenes de vacuolisation et de dilatation décrits
a la fois dans les MN et les muscles squelettiques des souris SOD1%%4 (Jaarsma et al., 2001b; Jung et
al., 2002). A [lexception des modeéles SOD1%** et SOD1%’R (non présenté ici), aucune
mitochondriopathie n’a été détectée dans les MN du modéle Sod1%F et des patients atteints de SLA
(Higgins et al., 2003; Wong et al., 1995). Cette mitochondriopathie observée dans le modéle SOD1%%3
pourrait influencer la susceptibilité de réponse face a un traitement en comparaison au modele
Sod1%%%% mais est actuellement inexplicable. Enfin, nous ajoutons que I'impact du fond génétique d’un
modele animal sur le développement d’une maladie est non négligeable. L'équipe de Pfohl a montré
de meilleures performances motrices mais aussi une survie plus élevée chez les souris SOD1%°* de
fond génétique C57BL/6 comparées a leurs homologues de fond génétique B6SIL (Pfohl et al., 2015).
En outre, il a été montré que le fond génétique altérait le phénotype moteur d’un modele murin
d’atrophie musculaire spinale (SMA). En effet, I’évaluation phénotypique de ces souris a révélé que les
performances motrices, I'atrophie musculaire, la perte des MN et des JNM s’observaient a des stades
plus précoces chez les souris SMA de fond génétique FVB par rapport aux souris BL6. Enfin, I'étude
démontre que la survie est aggravée pour les souris FVB comparée aux souris BL6 (Eshraghi et al.,

2016).

Etant donné que j’ai utilisé deux modeéles murins de SLA (mutations et fond génétique différents), il
est important de souligner que nous ne pouvons pas comparer ces parametres entre eux dans mes

travaux de these. En revanche, nous ne pouvons pas exclure I'impact qu’ils peuvent avoir sur le
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déclenchement, la durée, la sévérité de la SLA et I'espérance de vie des animaux. De plus, la
convergence de I'ensemble de ces points pour un modele animal fera qu’il sera plus ou moins sensible
a un traitement pharmacologique donné. En conclusion, nous suggérons que la différence d’efficacité
de traitement observée sur les deux modeles murins de SLA utilisés au cours de ma these justifie

I'intérét des thérapies ciblées mais rappelle une fois de plus la complexité de cette pathologie.

E. Intérét de cibler les atteintes métaboliques par ce type de traitement

Jusqu’ici considérés comme des traitements anti-angineux et anti-ischémiques, nous avons vu que la
RAN et le TMZ conféraient des effets bénéfiques sur le métabolisme énergétique de souris modéles de
SLA. Déja sur le marché, ces médicaments pourraient étre sollicités pour leurs propriétés métaboliques
dans le cas d’un repositionnement thérapeutique pour pallier les altérations métaboliques décrits chez

les patients atteints de SLA.

Comme nous le savons, la SLA est une pathologie pluricellulaire et multifactorielle la définissant de
maladie complexe. Etant donné l'identification de désordres métaboliques chez les patients et les
modeles murins, la SLA n’est plus considérée comme une maladie stricte du motoneurone. Depuis, la
recherche de traitements symptomatiques pour traiter la composante métabolique prend tout son
sens. De nombreuses données encourageantes révelent les effets bénéfiques qu’ont certains
traitements métaboliques sur le développement de la SLA dans différents modéles murins (Loeffler et
al., 2016). Toutefois, la transposition en clinique de la majorité de ces agents thérapeutiques potentiels
reste un échec. A I'exception d’un régime alimentaire riche en acides gras qui s’avére étre bénéfique
tant chez les souris modeéles (Dupuis et al., 2004a; Mattson et al., 2007) que chez les patients atteints
de SLA (Ludolph et al., 2020) puisqu’il augmente de maniere significative leur espérance de vie. Ainsi,
nous suggérons qu’une correction de la balance énergétique chez les patients atteints de SLA pourrait
ralentir et/ou atténuer la sévérité du phénotype développé. Nous avons vu que les désordres
métaboliques sont directement liés a la sévérité de la SLA (Bouteloup et al., 2009; Dupuis et al., 2004a,
2008; Funalot et al., 2009; Jésus et al., 2018; Ngo et al., 2015; Peter et al., 2017; Steyn et al., 2018).
Nous avons montré que la correction du déséquilibre de la balance énergétique a 'aide de la RAN
(Scaricamazza et al., 2020) et du TMZ (publication n°2 et 3 : Scaricamazza et al., 2021 ; Quessada et al.,
2021) retardait le déclin moteur de deux modeles murins de la SLA. En revanche, nous avons également
vu une différence de sensibilité de modeles a I'’égard de ces molécules. Outre leurs effets sur le
métabolisme énergétique (Guarini et al., 2018), la RAN et le TMZ ont également la capacité de
préserver |"axe moteur des souris modéles SOD1%%*4 et Sod1°%%6% en agissant sur le stress oxydant et en
stimulant I'autophagie. Lors d’études cliniques sur la myotonie congénitale et la sarcopénie, la RAN
(Novak et al., 2015) et le TMZ (Ferraro et al., 2016) se sont révélés étre efficaces améliorant ainsi les

symptomes moteurs. L'intérét que nous portons sur ces deux molécules réside dans la possibilité d’agir
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aussi bien sur le métabolisme énergétique que sur le stress oxydant en améliorant la fonction
mitochondriale ou encore sur le processus autophagique. Par cette approche, nous pensons que la
RAN et le TMZ feraient de bons candidats pour préserver I'axe moteur et pourraient servir de
traitements symptomatiques en plus d’une prescription au riluzole. Bien que la RAN et le TMZ aient
des profils de sécurité favorable avec peu d’effets indésirables, il faut tout de méme étre vigilant sur
les modalités de prescription pour le TMZ. En effet, la délivrance de TMZ n’est plus autorisée pour des
patients souffrants de la maladie de Parkinson ou méme de défaillance rénale grave (Dézsi, 2016;
Guarini et al.,, 2018). Néanmoins, en appliquant ces recommandations, la proposition d’un
repositionnement médicamenteux de ces deux molécules n’est pas exclue, au contraire, au vue de

leurs nombreux effets bénéfiques sur les souris modéles de SLA.

Malgré les efforts considérables de la recherche, I'établissement de liens directs entre les processus
pathologiques décrits et le déclenchement de la SLA reste a ce jour impossible. De nombreux composés
visant un mécanisme en particulier se sont avérés efficaces en recherche préclinique mais inefficaces
une fois testés en clinique en raison de la nature multifactorielle de la SLA (Petrov et al., 2017 ; Keon
et al., 2021). C’'est pourquoi, nous proposons une approche thérapeutique dont le but est de cibler
simultanément plusieurs voies altérées dans la SLA. Ainsi, le TMZ serait le candidat idéal puisqu’il
préserve I'axe moteur, rétablit I’équilibre énergétique, réduit le stress oxydant, améliore la fonction
mitochondriale, est antiinflammatoire, élimine les débris cellulaires et les agrégats via I'autophagie et
favorise la réinnervation et la myélinisation axonale. Comme nous I'avons vu, tous ces mécanismes
sont séverement affectés dans la SLA. Par conséquent, le spectre d’action du TMZ ne fait que renforcer

I'idée d’un repositionnement thérapeutique qui peut s’avérer prometteur pour le traitement de la SLA.
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CONCLUSION



CONCLUSION

Depuis plus de 150 ans, les avancées en recherche préclinique et clinique sur la SLA ont permis la
découverte de nombreux mécanismes physiopathologiques sans pour autant fournir de véritables
thérapies curatives. Cette contre-performance provient de la sévérité de la SLA et de son caractére
pluricellulaire et multifactoriel. En effet, décrit historiquement comme une maladie stricte du
motoneurone, la SLA doit étre considérée comme une maladie systémique. De la perte sélective et
conjointe des neurones moteurs corticospinaux et des motoneurones bulbaires et spinaux aux
altérations métaboliques, I'origine de la SLA demeure toujours incomprise. L'ensemble de mes travaux
de thése a mis en évidence les effets bénéfiques d’une correction de la balance énergétique a I'aide

de la RAN et du TMZ dans deux modeles murins de SLA, qui étaient jusqu’ici inexplorés dans la SLA.

A travers ce manuscrit, nous avons pu démontrer des modifications métaboliques dans les muscles
squelettiques des souris SOD1°%* au fur et & mesure que la maladie se développe. En effet, un
changement métabolique du muscle glycolytique tibial antérieur est constatée et se traduit par le
passage d’un métabolisme glycolytique a oxydatif. Nous montrons aussi que la RAN reprogramme le
métabolisme énergétique du muscle glycolytique tout en améliorant les performances motrices des
souris SOD1%%4, Enfin, le traitement chronique a la RAN a permis de limiter I’hypermétabolisme mais
n’a pas impacté la survie de ces souris. En paralléle, nous nous sommes intéressés aux effets du TMZ,
un analogue de la RAN, sur le développement de la SLA. Pour la premiére fois dans la SLA, nous révélons
in vivo que la TMZ maintient la force musculaire, préserve les motoneurones de la dégénérescence, et
protége les jonctions neuromusculaires de la dénervation chez les souris Sod1%%® et les souris
SOD1%%34, Ces effets bénéfiques nous ont amené a nous intéresser a son mode d’action potentiel. Pour
comprendre ces effets bénéfiques, nous avons montré que le TMZ accélére la récupération motrice
fonctionnelle et favorise la réinnervation musculaire chez des souris nTg ayant subi une compression
du nerf sciatique. En association avec ces résultats, nous montrons in vitro que le TMZ protege les
motoneurones en culture d’une excitotoxicité au glutamate et un réseau neuritique préservé. Enfin, le
TMZ permet également de préserver le muscle glycolytique tibial antérieur, vulnérable dans la SLA,
d’un changement de statut métabolique. L’'ensemble des effets bénéfiques de ces molécules sur I'axe
moteur pourrait résulter de leurs propriétés métaboliques et antioxydantes mais qui elles doivent étre
approfondies. Mes travaux de thése soulignent d’une part I'importance d’une modulation de la
balance énergétique sur le développement de la SLA et d’autre part révelent les propriétés
neuroprotectrices du TMZ par ses actions combinées via différentes voies moléculaires sur I'axe
moteur des souris modéles de SLA. Cette molécule prometteuse pourrait s’inscrire dans un programme

de repositionnement médicamenteux pour le traitement de la SLA.
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ANNEXES



A. Données préliminaires de I'’étude comparative des deux composés dans

le modéle Sod1%%6%

En paralléle de I'étude précédente sur le modéle murin SOD1%%*4, j’ai mené au début de ma thése une
étude visant a comparer les effets de la RAN et du TMZ sur le développement de la SLA dans le modeéle
murin Sod1%8R. Ces deux agents pharmacologiques sont connus pour présenter des propriétés
intéressantes sur la balance énergétique qui est mise a mal dans la SLA. L'intérét d’utiliser ces
composés est qu’ils permettent de stimuler la glycolyse et d’inhiber la B-oxydation afin de rétablir une
balance énergétique physiologique. De méme, nous suggérons que la correction de cette balance

énergétique ralentirait le développement de la SLA.

Pour évaluer les potentiels effets de ces composés, j'ai réalisé une étude préliminaire a un stade
présymptomatique de la maladie durant laquelle le poids corporel et la force musculaire ont été
mesurés. Avant le début du suivi longitudinal (60 jours), les animaux ont été répartis sur la base de leur
poids et leur force musculaire pour I’établissement de groupes homogénes. A partir de 80 jours (stade
présymptomatique), les traitements a la RAN ou a la TMZ sont instaurés dans I’eau de boisson a raison
de 80mg/kg/jour et 20mg/kg/jour respectivement. Avant et aprés traitement, j'ai effectué des
enregistrements électromyographiques dans le muscle tibial antérieur a prédominance glycolytique,
un des premiers muscles a étre particulierement atteint dans la SLA. Ces mesures permettent
d’identifier de I'activité électrique spontanée révélant une dénervation musculaire, caractéristique de

la SLA. A 95 jours, les tissus ont été collectés pour des analyses biochimiques.

Tout d’abord, la figure 1A ne montre aucune perte de poids pour les souris transgéniques (Tg) traitées
au TMZ tandis qu’on note une perte de poids de 7% et 10% pour les souris transgéniques non traitées
ou traitées a la RAN respectivement. A partir de 88 jours, les souris Tg veh et RAN perdent
significativement en force musculaire. La force musculaire des animaux Tg TMZ est significativement
maintenue et plus élevée que les deux autres groupes dans le temps (figure 1B). Enfin, les symptomes
moteurs se développent chez certains animaux des 75 jours (figure 1C). Bien que les analyses
statistiques ne révelent pas de significativité, le début de la maladie tend a étre ralentit chez les

animaux Tg traitées a la TMZ.
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Figure 1: La TMZ prévient la perte de poids et maintient les fonctions motrices au cours du temps.
(A) Evolution pondérale des souris Sod1°¢F avec ou sans traitement a la RAN ou TMZ. (B) Evolution de
la force musculaire et (C) du point de départ de la maladie des souris Sod1°8R avec ou sans traitement
d la RAN ou la TMZ. Les traitements non pas eu d’effets sur les souris non-transgéniques (non
représenté). (TMZ vs Veh: #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; ####p<0,0001 ; TMZ vs RAN: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001, Anova a 2 facteurs).

La figure 2 présente les enregistrements électrophysiologiques (EMG) et la quantification des
marqueurs de dénervation associés. Avant traitement (78 jours), aucun groupe ne présente de
dénervation musculaire (figure 2A). En revanche, apres 13 jours de traitement, ~60% de souris Tg Veh
et ~¥50% de souris Tg RAN montrent de I'activité électrique spontanée. Seul le groupe de souris Tg TMZ
ne présente aucune dénervation musculaire. En association avec ces enregistrements EMG,
I’expression des ARNm des sous-unités a et y du récepteur nicotinique de I'acétylcholine (AchR) est
mesurée (figure 2B). Une induction significative de I'expression des ARNm des sous-unités a est notée
dans le muscle des souris Tg veh et Ran. Aucune augmentation de I'expression de ce marqueur n’est
observée dans le groupe TMZ. L'expression du marqueur AchRy est significativement augmentée dans
le groupe veh et une forte tendance a I'augmentation dans le groupe Ran. Aucun induction de

I’expression d’AchRy n’est observée dans le groupe TMZ.

Ces résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence les effets bénéfiques potentiels de la
TMZ par rapport a la RAN sur les performances motrices et la dénervation musculaire du modeéle
Sod1%%*. Nous pouvons ainsi conclure que la TMZ semble plus efficace que la RAN sur le modéle
Sod1%%*. Toutefois, ces données méritent d’étre confirmées et donc une investigation plus poussée
des effets positifs de la TMZ sur ce modele est nécessaire. Ainsi, j'ai étudié plus largement le potentiel
de la TMZ sur le modéle Sod1%%F afin de déterminer si la TMZ peut s’avérer étre un candidat

médicament pour la SLA (cf. partie C : publication 3).
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Figure 2 : La TMZ prévient de la dénervation musculaire et surexpression des marqueurs de
dénervation limitée dans le muscle tibial antérieur.

(A) Enregistrements électromyographiques (EMG) réalisés avant et apres traitement lors du
développement de la maladie. Un EMG qualifié de “positif” représente une activité électrique
spontanée mesurée lorsque les pics sont supérieurs a 50uV. Le pourcentage d’animaux développant de
I'activité électrique spontanée (EMG +) est représenté pour chaque dge (avant et apres traitement).
Représentations graphiques des tracés obtenus lors d’'un EMG — et d’un EMG + (n=8-12 pour les souris
transgéniques, a 78 et 93 jours respectivement). (B) Expression relative des niveaux d’ARNm des
marqueurs de dénervation comme la sous-unité a du récepteur nicotinique a I’acétylcholine (AChRa) et
la sous-unité y du récepteur a I'acétylcholine (AChRy) évaluée par gPCR dans le muscle tibial antérieur
de 95 jours. Les valeurs de cette figure sont exprimées en moyenne + ESM ; n=5 pour les souris nTg et
8 pour les souris Tg. **p<0,01: p-value nTg vs Tg Veh et #p<0,05 : p-value Tg Veh vs Tg TMZ; Anova a
un facteur).
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B. Publication 1: Repurposing of Trimetazidine for Amyotrophic Lateral

1 G93A

Sclerosis: a study in SOD mice.

Depuis peu, le métabolisme énergétique fait I'objet de plus en plus de recherches dans le domaine de
la SLA. En effet, les différentes études ont souligné I'importance du métabolisme énergétique dans la
physiopathologie chez les patients atteints de SLA mais aussi les animaux modéles. Il a été montré a
multiples reprises que I’hypermétabolisme et la dyslipidémie impacte sévérement la progression de la
SLA (Dupuis et al., 2008, 2011; Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018) et sont systématiquement
retrouvés chez les patients SLA (Bouteloup et al., 2009; Funalot et al., 2009; Peter et al., 2017) et les
modeéles murins (Dupuis et al., 2004a). L'altération du métabolisme énergétique se caractérise par
I'incapacité pour le muscle d'utiliser le glucose comme source d’énergie alors que l'utilisation des
acides gras est significativement augmentée (Palamiuc et al., 2015). Faisant suite a I'étude de
Scaricamazza et al., 2020, un nouvel article de nos collaborateurs italiens auquel j’ai pu participer a été
soumis révélant les effets bénéfiques sur la progression de la maladie chez les souris SOD1%%4 d’un

autre modulateur métabolique, la trimétazidine (TMZ).

Cette étude s’est intéressée a différents mécanismes décrits dans la SLA comme la dégénérescence
des MN, le démantelement des JNM, I’hypermétabolisme, le métabolisme énergétique musculaire et
la neuroinflammation. Tout d’abord, ce travail met en avant les effets bénéfiques du TMZ sur

1634 ainsi que 'intégrité de leur axe moteur. De maniére

I’évolution de la maladie des souris SOD
significative, le TMZ retarde la perte de force musculaire et augmente considérablement la durée de
la maladie des souris méles et femelles SOD1%%*, De plus, le traitement allonge significativement la
survie des souris méles et femelles SOD1%%** en comparaison aux souris SOD1%%** non traitées. Ces
résultats nous ont donc amené a évaluer les effets du traitement sur I'intégrité des JNM et la survie
des MN. Nous montrons que le TMZ préserve l'intégrité des JINM et protege les MN de la dénervation.
En effet, le TMZ limite la fragmentation et la déstabilisation de la JNM. De plus, le TMZ réduit les
marqueurs de la neuroinflammation ainsi que la démyélinisation et [linfiltration de cellules
immunitaires. De part son action antiinflammatoire, le TMZ préserverait I'axe moteur des souris
S0OD1%%% en leur conférant de meilleures performances motrices que leurs homologues non traitées.
En plus de la composante motrice, nous avons évalué les effets du TMZ sur le métabolisme énergétique
des souris SOD1%%4, Nous montrons tout d’abord que le TMZ prévient I’hypermétabolisme
classiguement mesuré chez les souris SOD1%%4, En paralléle, nous avons également souligné I’action
hypoglycémiante du TMZ sur les souris SOD1%°34 atténuant leur intolérance au glucose. Nous nous
sommes ensuite concentrés sur le métabolisme énergétique musculaire dans le muscle tibial antérieur
a prédominance glycolytique, particulierement vulnérable dans la SLA. Il est connu qu’au cours de la

maladie, le profil métabolique des fibres musculaires tend a changer d’un métabolisme glycolytique a

150



un métabolisme plus oxydatif impactant sévérement les performances motrices. Nous montrons ici
que le TMZ restaure partiellement ce changement d’état métabolique des fibres du muscle tibial

antérieur des souris SOD1%%4

a trois ages différents. Enfin, nous rapportons également que le TMZ
améliore la fonction mitochondriale dans le muscle tibial antérieur et la moelle épiniére des souris
SOD1%%34, Le traitement chronique au TMZ a permis de corriger les atteintes métaboliques générales
en contrecarrant I’hypermétabolisme mais également en restaurant la glycolyse et diminuant la B-

oxydation dans le muscle squelettique.

L’ensemble de ce travail renforce I'intérét crucial d’agir sur le métabolisme énergétique du muscle strié

19934 par I'intermédiaire de molécules comme le TMZ qui présente des

squelettique des souris SOD
effets majeurs sur la composante motrice et métabolique de la SLA. De plus, les effets
neuroprotecteurs du TMZ sur les différents mécanismes pathologiques retrouvés dans la SLA font de

cette molécule un candidat sérieux pour le traitement de la SLA.

Contribution personnelle :

Pour cette publication, j'ai mis en place I'administration du TMZ par voie orale en eau de boisson par
une étude de prise hydrique afin de s'assurer d’une part que les animaux consommaient la méme
guantité d'eau que leurs homologues non traité et d’autre part que le traitement était bien assimilé.
A l'issue de cette étude, j'ai prélevé le sang et le plasma dans le but de mesurer les concentrations
plasmatiques de TMZ afin de valider le mode d'administration. La aussi, j'ai pu participer aux

discussions des expériences du papier.
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ABSTRACT
Background and Purpose

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a neurodegenerative disease characterized by the degeneration of
upper and lower motor neurons, progressive wasting and paralysis of voluntary muscles is currently
incurable despite intense research and numerous unsuccessful clinical trials. Although considered as a
pure motor neuron disease, increasing evidence indicates that the sole protection of motor neurons
by a single target drug is not sufficient to improve the pathological phenotype. We therefore evaluated
the therapeutic potential of the multi-target drug, trimetazidine, in SOD1%°*4 ALS mice.

Experimental Approach

Trimetazidine is an anti-ischemic drug that is widely used for the treatment of coronary artery disease.
As a metabolic modulator, Trimetazidine improves glucose metabolism. Furthermore, Trimetazidine
enhances mitochondrial metabolism and promotes nerve regeneration, exerting an anti-inflammatory
and antioxidant effect. Here, we orally treated SOD1%%** mice with Trimetazidine, solubilized in
drinking water at a dose of 20 mg/kg, from disease onset. We assessed the impact of Trimetazidine on
disease progression by studying metabolic parameters and grip strength, as well as histological
alterations in skeletal muscle, peripheral nerve and spinal cord.

Key Results

Oral administration of Trimetazidine delays motor function decline, improves muscle performance and
metabolism, and significantly extends overall survival of SOD1%%** mice. Moreover, Trimetazidine
prevents the dismantlement of neuromuscular junctions, attenuates spinal motor neuron loss and
reduces neuroinflammation in the spinal cord and in peripheral nerves.

Conclusion and Implications

In SOD1%%*4 mice, the therapeutic effect of Trimetazidine is underpinned by its action in improving
mitochondrial function in both skeletal muscle and spinal cord.
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INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disorder that is clinically characterized by
the loss of upper and lower motor neurons. Despite intense research studies and numerous clinical
trials, ALS currently remains an incurable disease (Wobst et al., 2020).

Metabolic dysfunction has been linked to ALS pathogenesis since the 1970s (Van den Bergh et al., 1978;
Reyes et al., 1984). In humans, a decrease in premorbid body mass index (BMI) increases the risk of
ALS (O’reilly et al., 2013), while weight loss and hypermetabolism are associated with poor prognosis
(Steyn et al., 2018; MR et al., 2020). Accordingly, both ALS patients and animal models share features
such as weight loss, energy store depletion, hypermetabolism and alterations in glucose and lipid
metabolism (Ferri and Coccurello, 2017; Peggion et al.,, 2017; Steyn et al., 2018). Overall, these
metabolic derangements are likely to promote the use of fat as the main energy source to protect from
protein catabolism (Ngo et al., 2014). However, constant lipid consumption results in the exhaustion
of energy stores, loss of body fat mass (Tremblay et al., 1990; Dolezalova et al., 2007; Ngo et al., 2014)
and a reduction in BMI (Ngo et al., 2014; Kirk et al., 2019).

Despite a growing body of evidence linking metabolic alterations to disease outcome in ALS, interest
in targeting metabolic dysfunction as a therapeutic approach has only grown in recent times (Ngo and
Steyn, 2015; Ferri and Coccurello, 2017; Fayemendy et al., 2021). In this context, we aimed to evaluate
the therapeutic potential of Trimetazidine (TMZ) in the SOD1%%# mouse model of ALS. TMZ is an anti-
ischemic drug used for the treatment of coronary artery disease. This drug is classified as a metabolic
modulator that inhibits the long-chain mitochondrial 3-ketoacyl coenzyme A thiolase (ACAA2), an
enzyme that catalyzes the oxidation of long-chain fatty acids (Kantor et al., 2000; Kalucka et al., 2018).
Because of its ability to inhibit B-oxidation and fatty acid uptake, TMZ improves glucose metabolism
(Kantor et al., 2000; Fragasso et al., 2003). Additionally, TMZ is known to increase mitochondrial
protein levels and stimulate myogenesis, muscle strength and oxidative metabolism in aged and
cachectic muscles, improving muscle quality and neuromuscular communication (Molinari et al., 2017;
Belli et al., 2019).

Here, we report that when administered orally at disease onset, TMZ improves muscle performance
and energy metabolism, whilst also extending survival of SOD1°%*4 mice. Moreover, we show that TMZ
protects neuromuscular junctions (NMJs), preserves spinal motor neurons and reduces
neuroinflammation. In this framework, TMZ exerts therapeutic benefit by improving mitochondrial
function and, ultimately, the production of adenosine triphosphate (ATP).

RESULTS
TMZ improves physical performance and extends lifespan of SOD1%°3* mice

Treatment with TMZ in SOD1%°*4 mice was initiated at symptom onset, which corresponded to 70 days
of age and 20% decrease in grip strength (Fig. S1). TMZ was administered orally in drinking water at
20mg/kg based on plasma bioavailability (Fig. S2). This dose achieves a TMZ plasma concentration of
70 ng/ml in SOD1%°*4 mice, which is similar to that obtained in humans (Jiao et al., 2007). TMZ-treated
SOD1%%*4 mice have a net improvement in grip strength when compared to untreated SOD1%°*4 mice
(Fig. 1A, B). The beneficial effect of TMZ treatment on grip strength appears to last longer in males
than females. However, after 154 days (for females) and 161 days (for males) data are not statistically
significant due to the low number of remaining animals still able to perform the test. Most importantly,
the administration of TMZ delays the time to reach disease midpoint and endpoint (Fig. 1C, D). This is
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mirrored by a consistent increase of disease duration (Fig. 1E, F) and an overall marked extension in
the lifespan of SOD1%%4 mice (Fig. 1G, H).

TMZ prevents hypermetabolism in symptomatic SOD1%*4 mice

We evaluated the impact of TMZ treatment on whole-body metabolism in 120-day old animals by
indirect calorimetry. The increase in energy expenditure (i.e. hypermetabolism), typical of SOD1%934
mice (Scaricamazza et al., 2020; Steyn et al., 2020), is not observed in TMZ-treated male and female
mice (Fig. 2A, B, C, D). In agreement with previous findings, TMZ appears to improve glucose
metabolism (Marzilli et al., 2019), as glucose intolerance in 120-day old SOD1%%* mice was abrogated
by TMZ (Fig. 2E). Despite the beneficial effects induced by TMZ on hypermetabolic SOD1%%*4 mice, TMZ
does not impact body weight; weight loss in SOD1%%** mice treated with TMZ is comparable to non-
treated SOD1%%3*4 mice (Fig. S3).

TMZ partially reverses the glycolytic-to-oxidative switch in muscle from SOD1%%34 mice

A progressive switch in skeletal muscle metabolism from a glycolytic phenotype towards an oxidative
phenotype has been described in ALS (Ferri and Coccurello, 2017; Scaricamazza et al., 2020; Steyn et
al., 2020). One key mechanism by which muscle increases its energy expenditure and promotes lipid
oxidation depends on the muscle-restricted activity of sarcolipin (SLN) and carnitine palmitoyl-
transferase | (CPT1) (Scaricamazza et al., 2020). SLN, upon binding to the sarcoplasmic reticulum Ca2+-
ATPase (SERCA), inhibits calcium transport to favor ATP hydrolysis (Bal et al., 2012), whereas CPT1
allows fatty acids to enter mitochondria. In agreement with this, at 120 days of age, SLN and CPT1 are
significantly upregulated in the tibialis anterior (TA) muscle of SOD1%%# mice when compared to WT
mice, while TMZ treatment partially attenuates this increase in protein expression (Fig. 3A).

Next, we evaluated whether TMZ treatment affects the mRNA expression levels of myosin heavy chain
Ila (MyHClla) and llb (MyCHIIb) isoforms, which are typically expressed by fast-twitch oxidative and
glycolytic myofibers, respectively. We observe a significant reduction in the expression of MyHClla (Fig.
3B upper panels) and a concomitant upregulation of MyCHIIb (Fig. 3B lower panels) in TMZ-treated
SOD1%%34 mice at 90, 120 and 150 days of age when compared to non-treated SOD1°%** mice.
Accordingly, the oxygen storage protein Myoglobin, normally abundant in oxidative myofibers and
highly expressed in SOD1%%4 mice, is downregulated by TMZ treatment (Fig. 3C). Assessment of
oxidative fiber composition in TA muscle via the in situ nicotinamide adenine dinucleotide
dehydrogenase-tetrazolium reductase activity assay (NADH-TR) reveals a larger oxidative region in
SOD1%%4 mice vs WT mice (Fig. 3D). Treatment with TMZ significantly reduces the proportion of
oxidative fibers in 90- (Fig. S4) and 120-day old (Fig. 3D) SOD1%°*4 mice, without having any effects in
WT animals. Finally, TMZ reduces the expression of the atrophy marker Atrogin as well as the fibrosis
marker Collagen type lll alpha 1 chain (Col3al) in skeletal muscle (Fig. 3E).

TMZ preserves the integrity of neuromuscular junctions in SOD1%°34 mice

Since TMZ improves grip strength and skeletal muscle metabolic phenotypes in SOD1%%4 mice, we next
considered if these changes were due to a protective action of TMZ on NMJ integrity. Comprehensive
morphological analysis of NMJs in the glycolytic extensor digitorum longus (EDL) muscle highlights
marked alterations in NMJ integrity and innervation in 120 and 150 day-old SOD1%%# mice when
compared to WT littermates (Fig. 4A). In particular, we observe a decrease in the NMJ complexity, as
evidenced by the limited level of branching areas (Fig.4B, C), and the tendency for greater
neuromuscular endplate fragmentation in SOD1%%*4 mice (Fig. 4D). In addition, in 150 day-old SOD1%%3
mice, we detect a significant decrease in NMJ area (Fig. 4E). Moreover, quantitative analysis of
colocalization between AChR clusters and synaptophysin reveals a significant decrease in the spatial
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overlap between the two fluorescent signals in SOD1%°* mice at both 120 and 150 days of age (Fig.
4F). Crucially, TMZ improves NMJ complexity (Fig.4B, C), attenuates NMJ fragmentation (Fig. 4D),
increases NMJ area (Fig. E) and enhances the percentage of AChR-synaptophysin colocalization (Fig.
4F) in the EDL muscles of SOD1%%34 mice

Finally, we analyzed selected markers of NMJ stability. Dystrophin, low-density lipoprotein receptor-
related protein 4 (LRP4), and agrin are critical for maintaining NMJ stability, whereas the
phosphorylated form of Protein Kinase C theta (pPKCB) is typically associated with the destabilization
of NMJs (Dobrowolny et al., 2018b). In line with the reduction in NMJ dismantlement in SOD1%%*4 mice
treated with TMZ, we show that pPKCB levels are reduced in TMZ-treated SOD1°%* mice (Fig. 4G, H).
While levels of dystrophin, LRP4, and agrin are higher in SOD1°%** mice when compared to WT
littermates, TMZ treatment normalizes the expression of these proteins in 120- and 150-day old
SOD1%%4 mice towards WT levels (Fig. 4G, H).

TMZ reduces demyelination and immune cell infiltration in sciatic nerves from SOD15%4 mice

Next, we explored whether TMZ treatment might exert a beneficial effect on demyelination,
inflammation and axonal loss in the peripheral nervous system of SOD1%°** mice. Cross sections of
sciatic nerve from WT and treated and untreated SOD1%°** were assessed for myelin, neurofilament
heavy chain and macrophages. As shown in Figure 5, SOD1%°* mice display a Wallerian-like
degeneration characterized by myelin degradation (MBP), axonal cytoskeleton loss (NFH), and immune
cell infiltration (CD68). TMZ treatment reduces axonal demyelination, preserves the ordered
distribution of axonal fibers, and reduces the infiltration of inflammatory CD68+ cells in 120-day old
SOD1%%*4 mice (Fig. 5A). Comparable TMZ effects are also observed in 150-day old SOD1%°*4 mice, with
the exception of the demyelination process (Fig. 5B). Consistent with the removal of myelin debris by
an increase in phagocytic GFAP+ Schwan cells (Yang and Wang, 2015) during Wallerian degeneration,
we observe a strong decrease in GFAP expression in TMZ-treated SOD1%°** mice when compared with
their untreated transgenic littermates at both in 120- and 150-days of age (Fig. 5C, D).

TMZ protects the spinal cord of SOD1%%*4 mice from motor neurons loss and neuroinflammation

Upstream of NMJ damage, the loss of ventral horn motor neurons is a major pathological feature of
ALS and, in particular, of the SOD1%** mouse. Here we show that the reduction in the number of lower
motor neurons in SOD1%%** mice is particularly evident at 120 days of age and that this becomes
significantly worse by 150 days of age (43% and 67% of spinal motor neurons loss respectively; Fig. 6A,
B). Notably, TMZ treatment significantly improves motor neuron survival by completely or partially
preserving motor neurons from death at 120 days of age (Fig. 6A) and 150 days of age (Fig. 6B),
respectively.

Motor neuron degeneration is generally accompanied by a strong neuroinflammatory response, which
involves, among other factors, the activation of reactive astrocytes and microglia (Volonté et al., 2019).
To evaluate the potential effect of the TMZ on neuroinflammation, spinal cord sections from untreated
and treated mice were probed with antibodies recognizing typical pro-inflammatory proteins. Reactive
GFAP-positive astrocytes, which are not detectable in WT spinal cords, are evident in SOD1%°*4 mice at
120 days of age and this becomes more pronounced at 150 days (Fig. 6C). TMZ treatment appears to
inhibit the activation of reactive astrocytes at both ages, as evidenced by a decrease in GFAP
immunoreactivity (Fig. 6C). Spinal cord sections from 120- and 150-day old SOD1%%*4 mice also show
increased immunoreactivity for CD68 (a marker of activated microglia) in parallel with a decrease in
immunoreactivity for P2Y12 (a marker of resting microglia) when compared to WT mice. Treatment
with TMZ reduces CD68 immunoreactivity in 120- and 150-day old SOD1°%%* mice, and increases P2Y12
immunoreactivity in 120-day old SOD1%%** mice (Fig. 6D, E).
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TMZ improves mitochondrial function in skeletal muscle and spinal cord of SOD1%%3A mice

To uncover the potential mechanism(s) through which TMZ exerts beneficial effects in SOD1%°** mice,
we performed in-depth analysis of the bioenergetic profiles of mitochondria isolated from the skeletal
muscle and spinal cord of TMZ-treated and TMZ-untreated SOD1%°** and WT littermate mice at 120
days of age.

Analysis of Oxygen Consumption Rate (OCR) coupled to ATP production performed through the
“coupling assay” shows that TMZ improves the functional state of mitochondria (Fig. 7A, B). Indeed,
basal respiration (Basal), maximal ATP-coupled respiration obtained by the addition of ADP (State 3),
basal ATP synthesis-uncoupled respiration obtained through the addition of oligomycin (State 40) and
maximal ATP synthesis-uncoupled respiration obtained by the addition of FCCP (State 3u) are all
significantly increased in mitochondria purified from skeletal muscle (Fig. 7C) and spinal cord (Fig. 7D)
of TMZ treated SOD1%%** mice when compared to untreated mice. Notably, rescue of State 3 OCR by
TMZ indirectly highlights an improved ability of mitochondria to produce ATP. Consistent with this,
analysis of the Electron Transport Chain (ETC) through the “electron flow assay” reveals improved ETC
complex activities in response to TMZ treatment (Fig. 8A, B). The OCR values obtained by the
sequential addition of rotenone, succinate, antimycin A and ascorbate/TMDP show that TMZ improves
Complex |-, Complex II/Ill- and Complex IV-dependent respiration in mitochondria isolated from the
TA (Fig. 8C). In isolated spinal cord mitochondria, TMZ restores the activity of Complex | and Complex
II/1l (Fig 8D).

DISCUSSION

To date, a lack of understanding of the biological processes that trigger the onset and progression of
ALS has impeded efforts to develop effective therapies for the disease. Of the 52 compounds that
significantly attenuate disease pathology and improve disease phenotype and survival in mouse
models of ALS, none have proven to be effective in clinical trials (Petrov et al., 2017). Due to the
multifactorial nature of ALS, previous therapeutic strategies that target a single disease mechanism
are likely to be inappropriate for slowing disease progression (Keon et al., 2021). By contrast, a more
effective approach could be the use of a compound that acts simultaneously on various disease-
relevant pathways (Gontijo et al., 2019). TMZ is a metabolic modulator that is used to treat
cardiomyopathies; it improves metabolic performance of cardiac fibers by targeting a range of
molecular pathways (Shu et al., 2021). By inhibiting fatty acid oxidation, TMZ is able to enhance glucose
metabolism (Marzilli et al., 2019). Moreover, TMZ is known to improve mitochondrial function and
calcium handling (Argaud et al., 2005; Meng et al., 2006; Dedkova et al., 2013), increase cellular
antioxidant capacity (Dhote and Balaraman, 2008) and suppress inflammatory responses (Kuralay et
al., 2006; Martins et al., 2012). Given that all of these pathways are affected in ALS, we aimed to assess
the therapeutic potential of TMZ in the SOD1%%** mouse model of ALS.

Oral administration of TMZ from disease onset significantly improved grip strength and the life span
of SOD1%%# mice. The beneficial effects of TMZ on grip strength, and hence skeletal muscle
performance, appear to be due to a partial reversal in the glycolytic-to-oxidative switch that has been
shown to occur in the skeletal muscle of SOD1%%** mice (Dobrowolny et al., 2018a; Scaricamazza et al.,
2020; Steyn et al., 2020). In line with this, TMZ is known to inhibit fatty acid oxidation by targeting 3-
ketoacyl-CoA thiolase activity (Amoedo et al., 2021), which would have a net effect of driving muscle
towards glucose use, and thus more efficient utilization of the available oxygen (Lopaschuk et al.,
2003). This notion is further supported by our data demonstrating that TMZ was able to downregulate
the expression of CPT1 in skeletal muscle, and abrogate glucose intolerance in SOD1%%34 mice. Of note,
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genetic ablation or pharmacological inhibition of CPT1 has previously been shown improve disease
outcome in SOD1%%*4 mice (Trabjerg et al., 2021). Thus, the improvement in life span in TMZ treated
SOD1%%34 mice could be due, in part, to the effect of TMZ on modulating CPT1 expression and glucose-
fatty acid-flux in ALS skeletal muscle.

Since skeletal muscle is the major determinant of whole-body energy expenditure (Zurlo et al., 1990),
it is conceivable that TMZ-induced improvements in skeletal muscle energy metabolism might also
decrease the characteristic hypermetabolism (i.e. increased metabolic rate) seen in SOD1°%* mice
(Scaricamazza et al., 2020; Steyn et al., 2020). This is of clinical importance as hypermetabolism is
associated with poor outcomes in mouse models of ALS and in human ALS (Dupuis et al., 2004; Doshi
et al., 2017; Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018; Scaricamazza et al., 2020; Fayemendy et al., 2021). In
2020, we demonstrated that treatment of SOD1%%*4 mice with the metabolic modulator ranolazine was
able to improve locomotor function, decrease metabolic rate and partially rescue the dysfunction of
muscle metabolism in SOD1%%** mice (Scaricamazza et al., 2020). A caveat of our 2020 study was that
we did not assess the impact of ranolazine on survival. Building on this work, we now show that TMZ
is able to prevent the emergence of hypermetabolism whilst also improving survival in SOD1%%34 mice.
These data highlight that the beneficial effects of TMZ are likely to be due to a combination of its
metabolic actions of skeletal muscle and whole-body energy metabolism.

The effect that TMZ exerts on skeletal muscle metabolism occurs because of the “metabolic flexibility”
of this organ. However, neurons are thought to exhibit a characteristic “metabolic inflexibility” since
they use glucose as a primary energy source. Therefore, it could be argued that the action of TMZ as a
metabolic modulator cannot solely explain the beneficial effects on grip strength and survival that we
observed in response to TMZ treatment in SOD1%%*4 mice. Yet, we describe for the first time, a strong
positive impact of TMZ on the bioenergetics of purified mitochondria from the spinal cords of TMZ
treated SOD1°°** mice. When considered alongside observations of decreased glucose use (Browne et
al., 2006), and increased markers of oxidative stress and lipid peroxidation in brain and spinal cord
tissue (Simpson et al., 2004; Miana-Mena et al., 2011) in ALS, we cannot discount the modulation of
lipid metabolism (Tracey et al., 2018) or modulation of cellular metabolism as a whole as a potential
therapeutic mechanism of TMZ.

In addition to the metabolic effects of TMZ, we provide evidence to show that TMZ can exert
neuroprotection through other mechanisms. We note that TMZ protects against the dismantlement
of NMlJs, an event that typically occurs in the early phase of disease in SOD1%%*4 mice (Fischer et al.,
2004; Moloney et al., 2014; Dobrowolny et al., 2018b). It has been proposed that NMJ abnormalities
predict the degeneration of both distal axons and spinal motor neurons in SOD1%%** mice (Gurney et
al., 1994; Fischer et al., 2004; Clark et al., 2016). The beneficial effects of TMZ might therefore originate
from a delay in NMJ dismantlement, which is considered as the first event of the dying back
phenomenon underlying motor neuron degeneration in ALS (Fischer et al., 2004; Dupuis et al., 2009;
Bruneteau et al., 2015). Consistent with this, TMZ exerted a protective effect on peripheral nerves of
SOD1%%4 mice, leading to the inhibition of the Wallerian-like neuronal degeneration, and an
attenuation in spinal motor neuron loss. In our experimental paradigm, the neuroprotective effect of
TMZ on spinal cord motor neurons and peripheral nerves was mirrored by a parallel decrease in
neuroinflammation. The state of activation of astrocytes and microglia in the spinal cord and the
infiltration of CD68+ macrophages in the sciatic nerve, which increases during the course of disease in
SOD1%%*4 mice (Serrano et al., 2019; Chiot et al., 2020), were mitigated by TMZ treatment. Overall, our
results are in accordance with reports showing that TMZ induces axonal regeneration and myelination
in a rodent model of sciatic nerve crush injury (Serarslan et al., 2009), and that it provides anti-
inflammatory effects in various tissues (Wan et al., 2017).
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In conclusion, our results describe the efficacy of TMZ in counteracting key cellular ALS pathologies
and systemic changes in metabolism in SOD1%°** mice. Critically, these changes were observed
alongside TMZ-induced improvements in grip strength and survival. Notably, TMZ is currently
approved for the management of cardiac diseases, and it has very limited side effects. For this reason,
our results provide evidence to progress the repurposing of TMZ for ALS. Although further research
will better circumstantiate this therapeutic approach, the ability for TMZ to improve grip strength in
ALS mice could be rapidly translated to patients to improve skeletal muscle function and quality of life
in primis (Scaricamazza et al., 2021). The beneficial effect of TMZ on energy metabolism in spinal cord
mitochondria also highlights the ability of TMZ to target mitochondrial dysfunction as a therapeutic
intervention (Mehta et al., 2019) to enhance the chance of success in ALS. Finally, given that TMZ
prevents hypermetabolism in SOD1°%** mice, our data further substantiate the precedent to target
hypermetabolism as a therapeutic approach in ALS.

MATERIALS AND METHODS
Animals

All procedures in Rome were performed in accordance with European Guidelines for the use of animals
in research (2010/63/EU) and the requirements of ltalian laws (D.L. 26/2014) and were approved by
the Animal welfare office, Department of Public Health and Veterinary, Nutrition and Food Safety,
General Management of Animal Care and Veterinary Drugs of the Italian Ministry of Health (protocol
number 931/2017/PR). Procedures at the University of Queensland were approved by the University
of Queensland Animal Ethics Committee and conducted in accordance with the Queensland
Government Animal Care and Protection Act 2001, associated Animal Care and Protection Regulations
(2002 and 2008) and the Australian Code of Practice for the Care and Use of Animals for Scientific
Purposes (2004).

SOD1%%34 mice (B6.Cg-Tg(SOD1 G93A)1Gur/J) were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, USA) and bred and housed in a virus/antigen-free facility with a light/dark cycle of 12 hours at
constant temperature and humidity. Food and water were provided ad libitum. Transgenic hemizygous
SOD1%%*4 males were crossbred with C57BL/6 females and transgenic progeny were genotyped by PCR
through hSOD1 oligos and IL2 as housekeeping (sequences in Table 3, see below). Disease onset was
defined at 70days of age by dynamometric evaluation of grip strength, which provides an index of
neuromuscular function expressed as maximal muscle strength (Ge et al., 2016). The peak paw grip
strength of SOD1%%# mice and wild-type (WT) control littermates was assessed starting from 49 days
of age. The test consisted of three attempts for each mouse, with intervals of 1 minute for rest; the
mean of the three examinations was normalized to the weight of each respective mouse. The onset of
the disease was defined as the age when the peak paw grip strength of SOD1%°** mice was 20% less
than that of their wild-type littermates. To monitor disease progression, behavioral scores and body
weight were recorded from 49 days of age (Apolloni et al., 2019; Migliarini et al., 2021). We assigned
disease onset, early symptomatic, symptomatic and late symptomatic at 70, 90, 120 and 150 days of
age, respectively. Mice were anaesthetized with Rompum (xylazine, 20 mg/ml, 0.5 ml/kg Bayer, Milan,
Italy) plus Zoletil (tiletamine and zolazepam,100 mg/ml, 0.5 ml/kg; Virbac, Milan, Italy), and following
loss of the pedal-withdrawal reflex, they were sacrificed for tissue dissection.

LC-MS evaluation of TMZ concentration in plasma
Different doses of TMZ (Trimetazidine dihydrochloride, Selleckchem), 0 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20

mg/kg, 40 mg/kg, were dissolved in drinking water and administered to WT mice (at least n=3 for each
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dose). After one week of treatment, mouse blood was collected in EDTA-treated tubes and the plasma
was obtained by a 10 minute centrifugation at 1000-2000 x g. 100 pl of sample and calibrators were
mixed in 300 pl of internal standard working solution containing 25 ng/mL Trimetazidine-d8
Dihydrochloride (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA) and methanol (LC-MS grade, Biosolve Chimie,
France). After centrifugation at 2000 rcf for 5 minutes, 2 pl of sample was injected into a UPLC-MS/MS,
and analysed. Chromatographic separation was performed by ACQUITY H-Class using a BEH C18 1.7
pm, 2.1 x 50 mm column (Waters Corporation, Milford, MA, USA) eluted at a flow rate of 200
pL/minute with a linear gradient from 95 to 5 water (LC-MS grade, Merck KGaA, Darmstadt, German)
0.05% formic acid in methanol 0.05% formic acid (98%, LC-MS grade, Mallinckrodt Baker Italia, Milano,
Italia). The detection of TMZ and Trimetazidine-d8 was conducted over multiple reaction monitoring
experiments (MRM conditions in Table 2) upon direct infusion of a standard solution (1 pg/mL) using
a triple quadrupole Xevo TQ-S micro Mass Spectrometer (Waters Corporation) equipped with an ESI
source operating in positive mode, with a capillary voltage of 3.15 kV and a desolvation tem-perature
of 600 °C. The source of the gas was set as follows: Desolvation at 500 L/h and cone at 1 L/h. The UPLC-
MS/MS system was controlled by MassLynx Mass Spectrometry Software (Waters Corporation). Data
analysis was performed by software TargetLynx (Waters Corporation).

Analyte Precursor lon Mass (m/z) Product lon Mass (m/z) Collision (V) Cone (V)
Trimetazidine 267.16 181.00 11.0 18.0
Trimetazidine-d8 275.10 181.00 11.0 18.0

Table 2. Conditions for the detection of Trimetazidine and Trimetazidine-d8.
TMZ treatment

TMZ 20 mg/kg was dissolved in drinking water and administered to male and female SOD1%°*4 and WT
littermate mice starting from disease onset. Treated and untreated mice from each experimental
group/sex (n>12) were weighed and assessed for grip strength once a week starting from 70 days of
age. Assigning 100% performance to each mouse at 70 days of age, we monitored disease progression
and considered the midpoint and endpoint as a decrease in grip strength of 25% and 50%, respectively.
Groups of 120 (n=8) and 150 (n>8) day-old mice were euthanized for the evaluation of the effects at
mid- and long-term TMZ treatment respectively. For SOD1%°** mice, disease end stage was defined by
full paralysis of hind limbs and loss of the ability to turn within 30 seconds of being positioned on their
back. At this stage mice were euthanized according to guidelines for preclinical testing in ALS (Poppe
et al., 2014). Disease duration was defined as the number of days elapsed between disease onset, and
thus the beginning of the treatment, and disease end stage.

Energy metabolism by indirect calorimetry system

Total energy expenditure of treated and untreated 120 day-old SOD1%°*4 and WT littermate mice (n>6
for each experimental group) was measured through an indirect calorimetry system (TSE
PhenoMaster/LabMaster System, Germany) at constant air flow of 0.35 L/minute. Measures were
carried out at intervals of 20 minutes for each mouse, starting at 7:00 PM and ending automatically
after 48h or 72h (12h dark-light phase comparison). Mice were assessed under standard nutritional
conditions (i.e., standard diet-fed) and food and water intake were continuously monitored
(Giacovazzo et al., 2018; Scaricamazza et al., 2020; Steyn et al., 2020).
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Glucose tolerance test (GTT)

GTTs was performed on treated and untreated 120 day-old SOD1%%*4 and WT littermate mice (n>4 for
each experimental group). Glucose was measured in tail tip blood samples using a Multicare Test Strip
apparatus (Biochemical Systems International, Italy). Plasma glucose was assessed at 0, 20, 40 and 60
minutes after i.p. glucose administration (2g/kg), which was delivered after a 16h overnight fast. The
area under the curve was calculated using the trapezoidal rule.

Electrophoresis and western blotting

Protein obtained from the TA muscle of treated and untreated 120 day-old SOD1°%*# and WT littermate
mice (n26 for each experimental group) were separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred onto nitrocellulose membranes (Perkin EImer, Cat# NBAO85B). After blocking with Tris-
buffered saline solution with 0.1% Tween-20 (TBS-T) containing 5% BSA, the membranes were
incubated overnight at 4°C with primary antibodies diluted in TBS-T containing 2% BSA. Primary
antibodies were detected using the appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody, incubated
at room temperature for 1 hour, diluted in TBS-T containing 1% BSA. Immunoblots were visualized
using enhanced chemiluminescence (BIO-RAD ClarityTM Western ECL substrate Cat# 170-5061). The
apparent molecular weight of proteins was determined by calibrating the immunoblots with pre-
stained molecular weight markers (Bio-Rad Laboratories, Cat# 161-0394). Densitometric analyses were
performed using Imagel (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016). The relative expression of proteins of interest was normalized
to GAPDH expression levels.

RNA isolation and Real-Time qPCR

Total RNA was extracted from TA muscles of treated and untreated 90, 120 and 150 day-old SOD1%%%
and WT littermate mice (n>4 for each experimental group) with TRIzol® Reagent (Ambion, Life
Technologies) and reverse-transcribed with the ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega
Cat.# A3800). Levels of mMRNA expression were measured by Real-Time gPCR using a Light Cycler 480
SYBR Green System (Roche ETC). Cp values were calculated using the ‘second derivative max’ algorithm
of the Lightcycler software. TATA box binding protein was used as the housekeeping gene for
normalization. Primers sequences are presented in Table 3.

Target Forward sequence Reverse sequence

MyHClla 5’-AGTCCCAGGTCAACAAGCTG-3’ 3’-GCATGACCAAAGGTTTCACA-5
MyHClIlb 5’-AGTCCCAGGTCAACAAGCTG-3’ 3’-TTTCTCCTGTCACCTCTCAACA-5’
Myoglobin 5’-CTGTTTAAGACTCACCCTGAGAC-3’ 5’-GGTGCAACCATGCTTCTTCA-3’
Atroginl 5’-TGAGCGACCTCAGCAGTTAC-3’ 5’-GCGCTCCTTCGTACTTCCTT-3'
Col3al 5’-CCCAACCCAGAGATCCCATT-3’ 5’-GGTCACCATTTCTCCCAGGA-3’
SoD1 5’-CAT CAG CCC TAATCC ATC TGA-3’ 5’-CGC GAC TAA CAATCA AAG TGA-3’
IL-2 5’-TAG GCC ACA GAA TTG AAA GAT CT-3' 5’-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATCATC C-3’
TATA box binding protein 5’-CCAATGACTCCTATGACCCCTA-3’ 3’-CAGCCAAGATTCACGGTAGAT-5'

Table 3. Target genes and primer sequences.
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Antibodies

The antibodies used in this study are summarized in Table 1.

Antibodies Species Product Dilution

CPT1A Mouse monoclonal Abcam WB: 1:1000
SLN Rabbit polyclonal Millipore WB 1:1000
GAPDH Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology WB 1:5000
AGRIN Mouse monoclonal Millipore WB: 1:1000
PKCO Rabbit polyclonal Cell Signaling Technology WB 1:1000
pPKCO (Thr538) Rabbit polyclonal Cell Signaling Technology WB 1:1000

Pri LRP4 Mouse monoclonal BiolLegend WB 1:1000

ma

ry CD68 Rat monoclonal Bio-Rad/AbD Serotec IF 1:200
GFAP Mouse monoclonal Cell Signaling Technology IF 1:500
NFH Mouse monoclonal BioLegend IF 1:1000
P2Y12 Rabbit polyclonal AnaSpec IF 1:200
MBP Rabbit monoclonal Cell Signaling Technology IF 1:200
SMI 312 Mouse monoclonal Biolegend IF 1:200
Synaptophysin Rabbit monoclonal Thermo Fisher Scientific) IF 1:200
HRP Conjugate Goat anti-rabbit Bio-Rad Laboratories WB 1:2500
HRP Conjugate Goat anti-mouse Bio-Rad Laboratories WB 1:2500
Alexa Fluor 488 Donkey anti-rat ThermoFisher Scientific IF 1:200

Se

o Alexa Fluor 488 Donkey anti-mouse ThermoFisher Scientific IF 1:200

::, Cy™3 Donkey anti-mouse Jackson ImmunoResearch Laboratories IF 1:100
Cy™3 Donkey anti-rabbit Jackson ImmunoResearch Laboratories IF 1:100
Cy™5 Donkey anti-rabbit Jackson ImmunoResearch Laboratories IF 1:200
TRITC Donkey anti-mouse Jackson ImmunoResearch Laboratories IF 1:400

Table 1. Antibodies used for Western blot (WB) and immunofluorescence (IF).

Skeletal muscle immunofluorescence and histochemistry

TA muscles were embedded in Tissue-Tek OCT compound and sectioned at 8 um using a Leica Cryostat.
Muscle cryosections were then used for NADH-tetrazolium reductase activity staining (NADH-TR).
Briefly, muscle cryosections were hydrated in 0.1 M TRIS-HCI, pH 7.5 for 10 minutes and then incubated
in NADH-TR solution (0.4 mg/ml NADH, 0.8 mg/ml| NTB and 1 M TRIS-HCI, pH 7.5) for 40 minutes at 37
°C in a humidified chamber. Afterwards, exceeding reagent was removed and slides were dehydrated
in increasing concentrations of ethanol. Slides were then cleared in Xylene and mounted in Eukitt
mounting medium. Whole muscle section images were acquired using an Olympus BX-41, using a SPOT
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RT 220-3 camera (Diagnostic Instrument, Inc.) and SPOT advanced software. The percentage of NADH-
positive area was quantified using Image) software.

For NMJ analysis, the EDL muscle was processed as previously described (De Paola et al., 2020). Briefly
muscles were dissected and fixed in 4% PFA at 4°C for 3 hours. Small bundles of muscle fibers were
isolated under a dissecting microscope and immunostained with anti-neurofilament and anti-
synaptophysin antibodies. TRITC and Cy5 were used as secondary antibodies to visualize neurofilament
and synaptophysin primary antibodies respectively. AChRs were labelled with Alexa Fluor 488—-
conjugated a-bungarotoxin (10 nM; Molecular Probes). Z-stack images were obtained at sequential
focal planes (2 um apart) using a confocal microscope (Laser Scanning TCS SP2; Leica). NMJs was
analyzed in terms of postsynaptic primary and secondary gutters, number of fragments, and area of
AChR clusters. The z-stacked fluorescence (n= 15-30 NMJs/genotype and treatment) were analyzed
using Imagel1 software. The colocalization of synaptophysin and AChRs was evaluated using the Fiji
Imagel1 plug-in. Representative images are flattened projections of Z-stack images.

Spinal cord and sciatic nerve immunofluorescence and histochemistry

For immunofluorescence and histochemistry analysis, spinal cords and sciatic nerves of treated and
untreated 120 and 150 day-old SOD1%%# and WT mice (n>4 for each experimental group) were
dissected, post-fixed in 4% paraformaldehyde and cryoprotected in 30% sucrose in PB. Spinal cord (L3-
L5) sections were cut at 30 um-thickness using a cryostat. For motor neurons count, Nissl with cresyl
violet staining was performed as previously described (Mirra et al., 2017). Briefly the sections were
stained with 1% Cresyl Violet and dehydrated in 50-100% alcohol, cleared in xylene and cover-slipped
with Eukitt mounting medium (Sigma-Aldrich). The ventral horns were photographed at 10x
magnification with a Zeiss Axioskop 2 microscope and large neurons, with a cell body area 2200 um2
and a definable cytoplasm with a nucleus and nucleolus, were counted using Neurolucida software
(MBF Bioscience, USA). For immunofluorescence, the sections were blocked in PBS, 0.3% TitonX-100
and 10% normal donkey serum (NDS) for 1 hour at room temperature. They were then incubated for
48 hours at 4°C with the primary antibody in PBS, 0.3% TitonX-100 and 2% NDS, followed by the
appropriate secondary antibody for 3 hours at room temperature in the same solution, as previously
described (Amadio et al., 2014). To analyze sciatic nerves, transverse 15 um-thick sections were cut
using cryostat, and blocked with PBS, 0.2% TitonX-100 and 10% NDS for 1 hour at room temperature.
Sections were incubated for 24 hours at 4°C with the primary antibody in PBS, 0.2% TitonX-100 and 2%
NDS, followed by the appropriate secondary antibody for 3 hours at room temperature.
Immunofluorescence on spinal cord and sciatic nerve sections were visualized at 20x or 40x
magnification with a Zeiss LSM 800 Confocal Laser Scanning Microscope and processed by ZEN 2.6
(Blue Edition) (Carl Zeiss, Milan, ltaly) and Adobe Photoshop software (Adobe, San Jose, CA, USA).
Densitometric analyses were performed using ImagelJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016).

Bioenergetic analysis of isolated mitochondria

Mitochondria were isolated from the TA muscles and spinal cords of treated and untreated 120 day-
old SOD1%%3 and WT littermate mice (n>6 per group). Tissues were homogenized in 210 mM mannitol,
70 mM sucrose, 1 mM EDTA and 10 mM HEPES KOH (pH 7.5) with a Glass/Teflon Potter Elvehjem
homogenizer (Salvatori et al., 2017, 2018). The total concentration of mitochondria was determined
using the Bradford assay (Bio-Rad, Cat# 5000006).

Isolated mitochondria, resuspended in a minimum volume of Respiration Buffer (250 mM Sucrose, 15
mM KCl, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 30 mM K2HPO4), were used to study mitochondrial
function/dysfunction through the Coupling assay, and the study of the sequential flow of electrons
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through the complexes of the electron transport chain. Briefly, in the Coupling assay, 4 ug of
mitochondria were loaded into a seahorse XFe96 microplate and centrifuged for 20 minutes at 2000 x
g. After centrifugation, 180 ul of Respiration Buffer [containing substrates: pyruvate (5 mM), malate
(2.5 mM), glutamate (5 mM)] was added to each well and the microplate was incubated at 37°C for 8
minutes. During plate incubation, the XFe96 cartridge was loaded with drugs at a final concentration
of: ADP 1 mM, Oligomycin 3 uM, FCCP (2-[2-[4-(trifluoromethoxy)phenyllhydrazinylidene]-
propanedinitrile) 12 uM, and Antimycin A 2 uM. For the Electron Flow Assay, 6 ug of mitochondria
were loaded into a seahorse XFe96 microplate and centrifuged for 20 minutes at 2000 x g. After
centrifugation, 180 pl of Respiration Buffer [containing substrates: pyruvate (10 mM), malate (2 mM),
FCCP (4 uM)] was added to each well and the microplate was incubated at 37°C for 8 minutes. During
plate incubation, the XFe96 cartridge was loaded with drugs at a final concentration of: rotenone 2
um, succinate 10 mM, antimycin A 4 um, ascorbate and TMPD 10 mM and 100 um, respectively. The
microplates containing mitochondria were then loaded into the Seahorse XFe96 Extracellular Flow
Analyzer (Seahorse Bioscience-Agilent) and the test was completed according to the protocol
developed by Seahorse Agilent. All data were analyzed with XFe Wave software and displayed as either
point-to-point oxygen consumption rates (pmol/minute/well), or absolute oxygen tension in mm Hg
02 versus time.

Data analysis

Data are presented as mean + SEM. Data were analyzed using Kaplan-Meier, Student’s t-test (two
group comparison), one-way or two-way ANOVA as appropriate. Post-hoc analysis was carried out
using Bonferroni or Tukey tests. Statistical analysis was carried out using Graphpad Prism 5 software.
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Figure 1. Trimetazidine (TMZ) improves muscle strength and extends lifespan of SOD1%%34 mice.

A-B) Maximal grip strength of SOD1%°** mice (males in (A) and females in (B)) treated with (G93A TMZ)
or without (G93A) TMZ (20 mg/kg in drinking water) from the onset of the disease (70 days of age)
through to disease end point (when mice were no longer able to perform the test). Data presented as
means + SEM, #p < 0.05 ##p < 0.01 ### p < 0.0001 when compared with untreated littermates SOD1°%934
mice, n 2 12 per group. Numbers under data points indicate the number of animals remaining in the
study from 154 days for males and 147 days for females. C-E) The midpoint (left panels) and the
endpoint (middle panels) of disease in TMZ treated (G93A TMZ) and littermates untreated SOD1%%%4
mice (G93A) as defined by a 25% and 50% decrease in grip strength respectively, starting from the onset
of disease; males in (E) and females in (F). Data are presented as means + SEM, #p < 0.05 ##p < 0.01
when compared with untreated age-matched SOD1%°** mice, n > 12 per group. D-F) Disease duration
in TMZ treated (G93A TMZ) and untreated (G93A) littermates SOD1%%# mice; males in (G) and females
in (H). Data are presented as means + SEM. #p < 0,05, n > 12 per group. G-H) Kaplan-Meier survival
curves of treated (G93A TMZ) and untreated (G93A) littermates SOD1°%** mice; males in (C) and females

in (D), n2 12 per group. p values were obtained using parametric two-way ANOVA with Bonferroni post
hoc test (A, B) or t test (E-H).
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Figure 2. Trimetazidine (TMZ) prevents metabolic alterations in SOD1%%3 mice.

A) Data traces representing mean oxygen consumption (a proxy for energy expenditure) over 24 hours
in 120-day old male (A) and female (B) wild-type and SOD1%°** mice untreated (WT and G93A) and
treated with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ) from 70 days of age (disease onset). Dotted lines represent
SEM. C-D) Cumulative oxygen consumption in mice over a 24-hour period and during the light and dark
cycle. E) Glucose tolerance test in 120-day old wild-type and SOD1%°** mice untreated (WT and G93A)
and treated with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ) from 70 days of age (disease onset). Blood glucose was
assessed before glucose injection (0 minutes), and 20, 40 and 60 minutes following glucose injection.
Data are presented as means + SEM #p < 0.05, ####p < 0.0001 compared with untreated G93A, n> 6
per group. p values were obtained using one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test.

170



CPT1

00
WT WITMZ GSIA GS&3ATMZ WT WITMZ GSIA GSIATMZ

MyHClla MyHClla MyHClla

w
w
w

-~ . - > =25 -
.
2 > # 2 # 3 o “
= . = . =201 °
52 : §2 : § v
@ , .o 2 -— @ 1.59 ®se —
s % § . ° 8 - m r
2 % = E -4 1.04 e
31 - . = 31 ;I L o WA g 5= =
b oo 2 [ « % os{ ™
of R AR of &
& WT  WITMZ GS3A G93ATMZ 3 WT  WTTMZ GS3A G93ATMZ 3 T WT WTTMZ GS3A G943ATMZ
& MyHClIb 9 MyHCIIb 2 MyHClb
o _15 ] 15 | _20 s
3 3 3
) e - e (14
T . = - =15
510 o= - S10{ Lo— o § n
: - P & ; S ..
8 $ . g10{ ®w oy o SN
& B 5%° g . g = .
Sos] "dh - - 305 e L H (] - .
< .o oo < L0 T gos
z o g 5 i ..
o ; T v r X v T T v X r T - v
WT  WTTMZ GO3A GO3ATMZ WT  WTTMZ G93A GO3ATMZ WT  WTTMZ GI3A G943ATMZ
Myoglobin ]
6 o ¥
T ° o = 60-
g 04 5! g
o it <
Sa P b ) 2 g
2 L N ]
4 ° o ¢
s °® W g
s 2 °Ce H
< = H
s !
g | = 2 :
E w g
T T T T > <
wr WTTMZ G93A G93ATMZ ] - "
| = WTOWTTMZ GSIA GIATIZ
[ N
E Atrogin Col3a1
_25 =
3 3 )
20 oo £ ox® ¢
< <
S _‘:E S 2 o
B 1.5 - i # K] = O
$ - .% . € - o
s
g o = =% 81 ;ﬁ' L
< " ® < g
g g g
o : . . - . T v v
WT  WTTMZ GS3A G93ATMZ WT  WTTMZ G93A G943ATMZ

Figure 3. Trimetazidine (TMZ) restores the glycolytic phenotype and reduces atrophic/fibrotic
markers in the tibialis anterior (TA) muscle of SOD1%%3*4 mice.

A) Representative western blots (left) and quantification (right) of sarcolipin (SLN) and CPT1 protein
expression in the TA of 120-day old wild-type (WT) and SOD1%°*A (G93A) mice untreated (-) and treated
(+) with TMZ. Data are presented as means + SEM, **p < 0.01, ***p < 0.0001 compared with WT, ##p
< 0.01 compared with G93A, n > 4 per group. B) Expression level of mRNAs encoding Myosin Heavy
Chain isoforms MyHClla (top row) and MyHClIb (bottom row) in TA obtained from 90-, 120-, and 150-
day old wild-type and SOD1%°** and WT mice untreated (WT and G93A) and treated with TMZ (WT TMZ
and G93A TMZ). Data are presented as means + SEM, * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001 compared
with WT (arbitrarily set at 1), #p < 0.05, ###p < 0.0001 compared with G93A, n 2> 4 per group. C)
Expression level of mRNAs encoding Myoglobin in TA obtained from 120-day old wild-type and SOD1%934
mice untreated (WT and G93A) and treated with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ). Data are presented as
means + SEM, **p < 0.01, ***p < 0.0001 compared with WT (arbitrarily set at 1), ##p < 0.01 compared
with G93A, n > 4 per group. D) Representative images (left) of in situ NADH-tetrazolium reductase
activity staining in cross sections of TA muscle obtained from 120-day old wild-type and SOD1%%3
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littermates untreated (WT and G93A) and treated with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ). Scale bar, 200
um. Graphical representation (right) of the percentage NADH-positive area of whole transverse
sections of TA muscle. Data are presented as means + SEM, **p < 0.01, ***p < 0.0001 compared with
WT, #p < 0.05 compared with G93A, n > 4 per group. E) Expression level of mRNAs encoding Atrogin
and Col3al in TA obtained from 120-day old wild-type and SOD1%%** mice untreated (WT and G93A)
and treated with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ. Data are presented as means + SEM, *p < 0.05, ***p
< 0.0001 compared with WT, #p < 0.05 compared with G93A, n 2 4 per group. p values were obtained
using parametric one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test.
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Figure 4. Trimetazidine (TMZ) preserves the integrity of neuromuscular junctions (NMIJs).

A) Representative maximum projection images of EDL NMJs from 120- and 150-day old wild-type and
SOD1%%4 mice untreated (WT and G93A) and treated with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ), stained with
synaptophysin (Syn), a-bungarotoxin (AChR), and Neurofilament (NF). B-F) Quantitation of NM)J
morphometry in EDL muscles of WT, WT TMZ, G93A and G93A TMZ mice at 120 and 150 days of age,
highlighting the number of primary (B) and secondary (C) ramifications, the number of fragments per
NMJ (D), the area of the AChR clusters (E), and the percentage of colocalized voxels (F). Data are
presented as means + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001 compared with WT mice and #p <
0.05, ##p < 0.001, ###p < 0.0001 compared to SOD1°%** mice, n > 4 per group. G-H) Representative
western blots (left) and quantification (right) of Dystrophin (Dys), lipoprotein receptor-related protein
4 (LRP4), agrin, and phosphorylated Protein Kinase C theta/ Protein Kinase C theta (pPKC9/PKCS)
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protein expression in the tibialis anterior of 120-day old (G) and 150-day old (H) wild-type (WT) and
SOD1%%34 (G93A) mice untreated (-) and treated (+) with TMZ from disease onset (70 days of age). Data
are presented as means + SEM, *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.0001 compared with WT mice and #p <
0.05, ##p < 0.001, ###p < 0.0001 compared with G93A mice, n = 4 per group. p value was obtained
using parametric one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test.

Figure 5
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Figure 5. Trimetazidine (TMZ) preserves sciatic nerve integrity.

A-B) Representative images of sciatic nerve sections from 120- and 150-day old wild-type mice and
SOD1%%*Atreated without (WT and G93A) or with TMZ (WT TMZ and G93A TMZ) from disease onset (70
days of age). Anti-MBP stains myelin, anti-NFH stains the axonal cytoskeleton (neurofilament heavy),
anti-CD68 stains activated macrophages. C-D) Representative images of sciatic nerve sections from
120- and 150-day old wild-type mice and SOD1%%** treated without (WT and G93A) or with TMZ (WT
TMZ and G93A TMZ) from disease onset (70 days of age). Anti-GFAP stains astrocytes. n 2 4 per group.
Scale bar 50um.
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Figure 6
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Figure 6. Trimetazidine (TMZ) protects from motor neuron loss and neuroinflammation.

A-B) Representative lumbar spinal cord sections (L3-L5) stained with cresyl violet (scale bar 100 um)
and quantification of motor neuron number (histograms) in 120- (A) and 150-day old (B) wild-type mice
treated without TMZ (WT) and SOD1%%** mice treated without (G93A) or with TMZ (G93A TMZ) from
disease onset (70 days of age). Data are presented as means and + SEM, *p < 0.05, ***p < 0.0001
compared with wild-type; #p < 0.05, ##p < 0.01 compared with untreated G93A, n 2 4 per group. C)
Representative immunofluorescence images and analysis of astrocytes (GFAP) in lumbar spinal cord
sections (L3-L5) of 120- and 150-day old wild-type mice treated without TMZ (WT) and SOD1%%4 mice
treated without (G93A) or with TMZ (G93A TMZ) from disease onset (70 days of age). D-E)

CDS8 AREA %
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Representative immunofluorescence images and analysis of activated microglia (CD68) and resting
microglia (P2T12) in lumbar spinal cord sections (L3-L5) of 120- and 150-day old wild-type mice treated
without TMZ (WT) and SOD1%%# mice treated without (G93A) or with TMZ (G93A TMZ) from disease
onset (70 days of age). Scale bar 100 um. Data are presented as means and + SEM, *p < 0.05, ***p <
0.0001 compared with wild-type; #p < 0.05, ###p < 0.0001 compared with untreated G93A, n > 4 per
group. p values were obtained using parametric one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test (A-E).
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Figure 7. Trimetazidine (TMZ) improves mitochondrial coupling state.

A-B) Representative data traces of oxygen consumption rate (OCR) during a coupling assay on isolated
mitochondria purified from the tibialis anterior and spinal cord. C-D) Mitochondrial respiration states
(as OCR) are reported as basal respiration (state 2), maximal coupled respiration (state 3), respiration
due to proton leak (state 40) and maximal uncoupled respiration (state 3u). Data are presented as
means + SEM, *p < 0.05, ***p < 0.0001 compared with wild-type; #p < 0.05, ###p < 0.0001 compared
with untreated G93A, n > 6 per group. p values were obtained using parametric one-way ANOVA with
Bonferroni post hoc test.
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Figure 8
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Figure 8. Trimetazidine (TMZ) improves electron transport chain complex activity.

A-B) Representative data traces of oxygen consumption rate (OCR) during an electron flow assay on
isolated mitochondria purified from tibialis anterior and spinal cord. C-D) Quantification of respiration
(OCR) activity of complex I, complex ll/Ill and Complex IV in the presence of rotenone, succinate,
antimycin A and ascorbate/N,N,N,N-tetramethyl-p-phenylenediamine (ASC/TMPD) respectively. Data
are presented as means + SEM, *p < 0.05, ***p < 0.0001 compared with wild-type; #p < 0.05, ###p <
0.0001 compared with untreated G93A, n = > 6 per group. p values were obtained using parametric
one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test.
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S.1 Dinamometric evaluation of grip strength in wild-type (WT) and SOD1G93A mice littermate mice. Data
shows that disease onset occurs at 70 days of age in SOD1G93A mice. At this age, SOD1G93A mice exhibit a
20% decrease in grip strength when compared to their wild-type (WT) littermates.

.

Plasma concentration

150+
& Selected
2 dose
Eg
£ £ 1004
3 e
<
]
S8
g5
% ©
8
o

0-
0 5 10 20 40

TMZ in drinking water (mg/kg)

S.2 Bio-availability of Trimetazidine (TMZ) in the plasma of wild-type mice. Mice were treated for one week
with the indicated doses of TMZ (0, 5, 10, 20, 40 mg/mg), n = 4/group.
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S3. Effect of Trimetazidine (TMZ) treatment on weight loss in SOD1G93A mice. Body mass evolution of
SOD1G93A and wild-type littermate mice (males left panel, females right panel) with (G93A TMZ and WT TMZ)
or without (G93A and WT) daily administration of 20mg/kg TMZ in drinking water. Starting body weight at 70 days
was assigned as 100%, and the decline in body weight over time was calculated as percentage loss relative to
the starting body weight.
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S.4. Nicotinamide adenine dinucleotide dehydrogenase-tetrazolium reductase (NADH-TR) activity in tibialis
anterior (TA) muscle. (A) Representative in situ NADH-TR activity staining in cross sections of TA muscle obtained
from 90-day old untreated (WT and G93A) and treated (WT TMZ and G93A TMZ) littermate mice. Scale bar, 200um.
(B) Quantification of the percentage of NADH positive areas in cross-sections of TA muscle from untreated (WT and
G93A) and treated (WT TMZ and G93A TMZ) littermate mice. Data are presented as mean +/- SEM, n = 4/group, **p
< 0.01 compared to WT and WT TMZ, # p < 0.05 compared to G93A, parametric one-way ANOVA with Bonferroni
post-hoc test.
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C. Publication 2: Skeletal-Muscle Metabolic Reprogramming in ALS-
SOD1%%34 Mice Predates Disease Onset and Is A Promising Therapeutic

Target

Comme nous |'avions vu précédemment, la SLA n’est plus considérée comme une maladie stricte du
motoneurone, mais bien comme une maladie systémique. Il est maintenant clairement accepté que le
métabolisme énergétique joue un rble important dans la pathogénicité de la SLA. En effet,
I’hypermétabolisme et la dyslipidémie sont des facteurs de risques majeurs qui impactent séverement
la progression de la pathologie (Dupuis et al., 2008, 2011; Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018). Ces
altérations métaboliques sont également mises en évidence dans les modéles murins de SLA (Dupuis
et al.,, 2004a). De plus, nous montrons qu’une induction expérimentale d’'un hypermétabolisme
musculaire reproduit les caractéristiques clefs d’une SLA et raccourcie la survie des animaux
transgéniques SLA (Dupuis et al., 2009). Ainsi, la compréhension de I’'hypermétabolisme est essentielle
puisqu’il est retrouvé chez 2/3 des patients SLA (Bouteloup et al., 2009; Funalot et al., 2009; Peter et
al., 2017) et systématiquement dans les modéles murins SOD1%%%4 et Sod1°%¢® (Dupuis et al., 2004a).
En 2015, notre laboratoire révele une altération de la balance énergétique des un stade
asymptomatique dans le muscle des souris Sod1%°f, Cela se traduit par I'incapacité du muscle
squelettique a utiliser le glucose (glycolyse) comme source principale d’énergie dans une condition
d’exercice court et intense (Palamiuc et al., 2015). A I'inverse, I'oxydation des acides gras (B-oxydation)
est préférée. On parle alors de perte de la flexibilité métabolique. Nous savons également que dans la
SLA, les muscles striés squelettiques a prédominance de fibres glycolytiques sont les premiers a
dégénérer tant chez le patient que dans les modeles murins (Fischer et al., 2004; Frey et al., 2000;
Kanning et al., 2010; Palamiuc et al., 2015; Pun et al., 2006). De ce fait, une correction de la balance

énergétique pourrait étre une stratégie pertinente pour ralentir le développement de la SLA.

Le modeéle murin SOD1%* est le modéle transgénique le plus utilisé et par conséquent le mieux
caractérisé. Il récapitule I'ensemble des symptomes de la SLA et en particulier les atteintes
bioénergétiques comme I’hypermétabolisme ou encore les défaillances mitochondriales. La premiere
partie de I'étude ci-dessous met en avant le statut métabolique systémique des souris ainsi que
I’évolution progressive bioénergétique des muscles striés squelettiques au cours de la maladie. Cela a
permis de démontrer que le déséquilibre de la balance énergétique s’installe bien avant que
I’hypermétabolisme ne se mette en place. Du fait de la vulnérabilité des muscles squelettiques a
prédominance glycolytique dans la SLA, un séquencage ARN a été réalisé et révele que de nombreux
génes intervenant dans la voie glycolytique sont dérégulés. De plus, une analyse des fibres musculaires

a été faite dans le muscle glycolytique tibial antérieur pour évaluer les changements énergétiques au
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cours du temps. Cette étude révele que les muscles glycolytiques changent de statut métabolique
puisque la proportion de fibres oxydatives augmente avec la progression de la SLA. Il est connu qu’un
exercice d’endurance engendre des modifications métaboliques dans les muscles squelettiques se
caractérisant par un passage d’'un métabolisme glycolytique a oxydatif qui s’accompagne d’un
remodelage du volume mitochondrial (Granata et al., 2018; Widmann et al., 2019), ce qui pourrait
expliquer ce phénoméne chez les souris SOD1°%*. Nous montrons ici que le volume mitochondrial
augmente significativement au cours de la pathologie mais que des altérations fonctionnelles
mitochondriales apparaissent dans le muscle dés un stade présymptomatique. Fait intéressant, ces
défauts mitochondriaux sont détectables dans la moelle épiniere uniquement au début de la maladie.
Enfin, cette étude révéle une dérégulation de marqueurs métaboliques soulignant ce changement

précoce de statut métabolique dans le muscle des souris SOD1%%34,

Dans la seconde partie de I'étude, nous montrons tout I'intérét de corriger ces défauts métaboliques
dans la SLA. Le recours a un agent pharmacologique tel que la ranolazine (RAN) est intéressant
puisqu’elle est connue pour rétablir la glycolyse tout en inhibant la B-oxydation. Bien que la RAN
n’affecte pas la survie des animaux, nous montrons des effets considérables de la RAN sur les
performances motrices des souris SOD1%%*A, Enfin, le traitement chronique a la RAN permet également
de contrecarrer certaines atteintes métaboliques notamment de freiner I'hypermétabolisme mais

aussi de rétablir I'homéostasie métabolique dans le muscle squelettique.

L’ensemble de ce travail souligne I'intérét crucial d’agir sur le métabolisme énergétique du muscle strié
. . G93A 7 7 oqe 7 . 7
squelettique des souris SOD1 par l'intermédiaire de molécules comme la RAN qui présente des

effets majeurs sur la composante motrice et métabolique de la SLA.

Contribution personnelle :

Pour cette publication, j'ai effectué les analyses histologiques (fig 2) et participé aux discussions de
réflexions sur les expériences et |'écriture du papier.
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SUMMARY

Patients with ALS show, in addition to the loss of motor neurons in the spinal cord,
brainstem, and cerebral cortex, an abnormal depletion of energy stores along-
side hypermetabolism. In this study, we show that bioenergetic defects and mus-
cle remodeling occur in skeletal muscle of the SOD1%7*A mouse model of ALS
mice prior to disease onset and before the activation of muscle denervation
markers, respectively. These changes in muscle physiology were followed by an
increase in energy expenditure unrelated to physical activity. Finally, chronic
treatment of SOD 1?34 mice with Ranolazine, an FDA-approved inhibitor of fatty
acid B-oxidation, led to a decrease in energy expenditure in symptomatic
SOD1%7°*A mice, and this occurred in parallel with a robust, albeit temporary, re-
covery of the pathological phenotype.

INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is characterized by the progressive loss of upper and lower motor neu-
rons. The loss of these neurons leads to the concomitant development of skeletal muscle atrophy (Rossi
etal, 2015). ALS is a disease of obscure etiology, for which neither a cure nor a therapeutic option is avail-
able. ALS is a multifactorial disease and a number of mechanisms have been proposed to underpin disease
pathology, including alterations in RNA metabolism, oxidative stress, axonal transport defects, neuroin-
flammation, impaired protein homeostasis, alterations in autophagic flux, aberrant cytoplasmic-nuclear
shuttling, failure in DNA repair, excitotoxicity, mitochondrial dysfunction, and vesicular transport defects
(Mejzini et al., 2019).

In spite of its elusive etiology, some well-described clinical signs in patients with ALS highlight
promising lines of investigation to improve our understanding of disease. Notably, hypermetabo-
lism (Steyn et al., 2018) and weight loss (Moglia et al., 2019) are associated with worse prognosis.
However, welght loss, undernutrition, muscle atrophy, weakness, and reduced physical activity
(loannides et al., 2016) appear incompatible with clinical studies reporting increased energy expen-
diture (EE) in patients with ALS (Bouteloup et al., 2009; Desport et al., 2005; Funalot et al., 2009;
Kasarskis et al., 2014). The paradox may be reconciled by assuming that skeletal muscle plays a
pathological role in ALS, contributing to defective energy metabolism and a derangement of basal
metabolic rate. Indeed, skeletal muscle is a key determinant of whole-body metabolic rate (Zurlo
et al., 1990).

In this context, the early events underlying defective muscle metabolism in ALS as well as the major molec-
ular mechanisms that cause ALS-associated hypermetabolism are still unknown. We therefore undertook
this investigation to provide insights into the early pathological events involved in ALS by examining the
mechanisms responsible for maladaptive muscle oxidative metabolism and disease progression. Finally,
in this study, we provided evidences to show that pharmacological modulation of metabolism can curtail
excessive EE and improve ALS pathology, thereby demonstrating that limiting hypermetabolism could be
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RESULTS

An Increase in Fatty Acid Oxidation and Glucose Intolerance Pr
SOD15%*A Mice

To investigate the whole-body metabolic status and fuel oxidation in SOD1%?* mice, we conducted indi-
rect calorimetry over 2 or 3 continuous days. Measures were obtained from animals at the early presymp-
tomatic (55 days of age) and symptomatic (120 days of age) stages of disease. Hypermetabolism, defined as
an increase in total EE or resting energy expenditure (REE), was not detectable in early presymptomatic
mice (Figures 1A-1C) but was strongly evident in symptomatic mice (Figures 1D-1F). Analysis of the respi-
ratory exchange ratio (RER) revealed a significant genotype effect, with RER being reduced in both early
presymptomatic and symptomatic SOD1%%** mice when compared with wild-type control mice (Figures
1G and 1H). These results are indicative of enhanced fatty acid oxidation and predominant use of fatty acids
as fuel source in ALS mice.

des Hypermetabolism in

After confirmed metabolic alteration in presymptomatic SOD1%7** mice and since skeletal muscle is the

major factor affecting EE also at rest (Zurlo et al., 1990) we carried out RNA sequencing to assay gene
expression changes in the tibialis anterior (TA) of SOD1%7*A mice at the onset stage of disease, when
compared with their wild-type littermate controls. Gene enrichment analysis, using Reactome categories,
highlighted that the gene sets most significantly enriched among downregulated genes were associated
with glucose metabolism (Figure 11). In particular, we observed downregulation of key glycolysis pathway
genes (Figures 1J and 1K). The decrease in the expression of glycolytic pathway genes was further sup-
ported through our assessment of glucose tolerance in SOD1%%** mice. At the early presymptomatic stage,
SOD157*A mice already show a marked decrease in blood glucose clearance with respect to wild-type con-
trol littermates (Figure 1L, upper panel). This metabolic alteration dramatically worsened with disease pro-
gression in SOD1%7** mice (Figure 1L, middle and lower panels).

ALS Skeletal Muscles Undergo Metabolic Reprogramming

Based on results obtained through indirect calorimetry and transcriptome analysis, we aimed to define the
timing of the onset of metabolic changes in skeletal muscle of SOD1%7* mice by analyzing the oxidative
capacity of the glycolytic TA at different time points. We found that in situ NADH-TR and SDH activities
were dramatically increased in SOD197*# mice at the early presymptomatic stage (55 days) and to a higher
degree at the later stages of the disease (Figures 2A, 2B, S1A, and S1B).

In line with the rise in muscle oxidative capacity, we detected, by immunofluorescence analysis, a consistent
increase in the intensity of ATPB, a known mitochondrial marker, in the TA muscle of SOD16%3A mice (Fig-
ures 2C and S1C). Accordingly, a striking increase in mitochondrial mass was observed, defined by an in-
crease in the amount (ug) of mitochondria per milligram of tissue as well as an increase in the content of
mitochondrial DNA, in different muscles of SOD1°%** mice during the course of the disease (Figures
S2A-S2C). Interestingly, this phenomenon occurred mainly in glycolytic muscles and not in the oxidative
soleus muscle.

The switching of skeletal muscle metabolism toward an oxidative phenotype in SOD1%7** mice was further
corroborated by the upregulation in neuron-derived orphan nuclear receptor (Nor1) mRNA in the TA (Fig-
ure 2D). This transcription factor is known to promote muscle remodeling toward oxidative metabolism by
activating pathways critical for adaptation to exercise or energy deficit (Goode et al., 2016). The upregula-
tion of Nor1 in SOD1%7** mice occurred alongside an upregulation in mRNA encoding for myoglobin (Fig-
ure 2D) (Pearen et al., 2013). Moreover, we found significant alterations in the expression of mRNAs encod-
ing myosin heavy chain isoforms. Specifically, we observed a reduction in the expression of the glycolytic
isoform MyCHllb and an increase in the expression of the oxidative/intermediate isoforms MyHClla and
MyHClIx (Figure 2E). No significant alterations were observed in the expression of the oxidative isoform
MyHCI (Figure 2E). Overall, these data show that, in SOD1%7%A mice, glycolytic muscles undergo a pro-
found rearrangement in their physiology throughout the course of disease.

Mitochondrial Bioenergetics Are Perturbed in Skeletal Muscle of Early Presymptomatic
SOD1%%*A Mice

The metabolic modifications of skeletal muscle observed in SOD1%7** animals mirror adaptations to
endurance training, wherein a switch from glycolytic to oxidative metabolism occurs (Granata et al.,
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Figure 1. Energy Expenditure and Metabolic Profile of WT and SOD1°%*A Mice

(A-L) (A) Energy expenditure profiles of early presymptomatic SOD1%%** mice (55 days) and their wild-type control littermates (WT). Black bar indicates dark
cycle period. Mean (B) energy expenditure (EE) and (C) resting energy expenditure (REE) calculated from (A). (D) Energy expenditure profiles of symptomatic
SOD157%A mice (120 days) and their wild-type control littermates (WT). Mean (E) EE and (F) REE calculated from (D). (G and H) Mean RER from (A) and (D),
respectively. () Gene expression changes in the tibialis anterior (TA) muscle from SOD1%%* mice and their wild-type control littermates. (J) Heatmap
depicting expression of genes from the Reactome category “Glycolysis.” Shown genes are differentially expressed with adjusted p < 0.05. (K) Network plot
of the "Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle” pathways. Nodes are genes colored based on log2FC, edges are knowledge-based interactions
annotated by Reactome. (L) Glucose tolerance test performed in SOD1%7*# and in their wild-type control littermates (WT) at 55, 90, and 120 days of age,
respectively. Data in (B), (C), (E), (F), (G), and (H) are presented as mean + SEM, ***p < 0.0001, unpaired Student’s t test.

2018; Widmann et al., 2019). During endurance training, this metabolic switch is accompanied by an in-
crease in mitochondrial mass alongside significant remodeling of myofibers and a preferential use of fatty
acids as fuel (Granata et al., 2018; Widmann et al., 2019). Although we found that mitochondrial mass in
glycolytic TA muscle of SOD197** mice increased during the disease course, we also noted an early mito-
chondrial bioenergetic defect. In this regard, we found that total ATP was significantly lower in the TA of
SOD1%7%*A mice at the early symptomatic through to the mid-stage of disease when compared with age-
matched wild-type control mice (Figure 3A). Moreover, we observed a marked reduction in all mitochon-
drial functionalities in the TA of SOD157* mice at the early presymptomatic phase of the disease. Similarly,
early reductions in mitochondrial function were also observed in other glycolytic muscles, gastrocnemius
(GNM) and extensor digitorum longus (EDL) (Figures S3A and S3B). Interestingly, bioenergetic defects
only become detectable in the spinal cord at onset of the pathology (Figures 3C and S3B).

To further investigate the mitochondrial bioenergetic deficit in SOD1°7** mice, we assessed respira-
tion states of mitochondria isolated from skeletal muscle and spinal cord of SOD17** mice and
wild-type litter matched controls. We observed a decrease in maximally coupled respiration (state
2), thereby confirming the impairment in ATP production. Moreover, maximal respiration (state 4),
determined through the addition of the uncoupling agent FCCP, appeared to be significantly compro-
mised in mitochondria obtained from glycolytic TA, GNM, and EDL of presymptomatic SOD157** mice
(Figures 3B, S3A, and S3B). Interestingly, mitochondria purified from a purely oxidative muscle, the so-
leus, were not affected (Figures S3A and S3B). With the aim of characterizing the alterations in the
electron transport chain, we performed a spectrophotometric analysis of the functional activities of
the mitochondrial complexes and observed a specific impairment in Complex | in mitochondria puri-
fied from the TA (Figure 3D) and GNM (not shown) of early presymptomatic SOD17*A mice. Again,
this dysfunction was evident in skeletal muscle from early presymptomatic SOD1%7** mice, whereas
defects in Complex | activity were only observed in the spinal cords of SOD1574
tomatic and end stage of disease (Figure 3E).

mice at the symp-

Next, we performed Blue Native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) analysis of digitonin-
extracted mitochondrial membranes obtained from the TA of SOD1°7** mice and their wild-type con-
trol littermates at different ages (Figure S3C). We found no difference in the assembly of electron
transport chain complexes or supercomplexes in mitochondria obtained from SOD1%%** mice when
compared with age-matched controls. Finally, bioenergetic assessment of primary cultures of skeletal
muscle satellite cells isolated from early presymptomatic SOD1%** mice (55 days of age) revealed sig-
nificant decreases in basal respiration, ATP production, maximal respiration, and spare respiratory ca-
pacity when compared with those isolated from their wild-type control littermates (Figures 4A and 4B).
The decline in maximal respiration and spare respiratory capacity suggests that ALS may inhibit the
rapid adaptation of skeletal muscle satellite cells to metabolic changes. Thus, although the number
of mitochondria in the whole muscle appears to increase in SOD19%A mice, mitochondrial metabolism
is compromised early in the course of the disease, leading to ATP deficit and impairments in OXPHOS
functionality.

Muscle Mitochondrial Deficit in SOD1%%*A Mice Occurs in Parallel with an Activation of
Molecular Pathways that Compensate for Energy Failure

In normal physiology, a decrease in ATP production (mitochondrial alterations) leads to an enhancement in
AMPK activity to promote the binding of AMP (and ADP) to the kinase subunit. This in turn induces the
phosphorylation of a wide range of downstream proteins that eventually lead to the activation of catabolic
pathways (Hardie et al., 2016). In particular, pharmacological or genetic inhibition of Complex | is sufficient
to activate AMPK (Hardie et al., 2016; Thomas et al., 2018). Therefore, in light of the bioenergetic defects
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Figure 2. Muscle Metabolism Switches from Glycolytic to Oxidative in SOD1%734 Mice

(A) Representative NADH-tetrazolium reductase activity staining on tibialis anterior (TA) cross sections obtained from 55-, 90-, and 150-day-old SOD16%%A
mice and their wild-type control littermates (WT). Scale bar, 100 um, n = 3,

(B) Representative SDH activity staining on TA cross sections of 55-, 70-, 90-, and 120-day-old SOD1%7** mice and their wild-type control littermates (WT).
The darker color indicates the site of SDH activity. Scale bar, 100 um, n = 3

(C-E) (C) Representative images of TA sections from 55-, 90-, and 150-day-old SOD17** and wild-type (WT) mice, immunostained with laminin (green) and
the mitochondrial marker ATPB (red); nuclei were detected with Hoechst 33342 (blue). Scale bar, 100 pm, n = 3. Expression level of mRNAs coding for (D)
Nor1 and Myoglobin and (E) MyHCI, MyHClla, MyHCllIx, and MyHClIb in TA sections obtained from SOD1%?** at the indicated ages (at least n = 4). Data are
presented as mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001, compared with wild-type control littermates at the same age (arbitrarily set at 1), unpaired
Student’s t test.

Also see Figures STA-S1C.
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Figure 3. Mitochondrial Bioenergetic Failure Occurs in Skeletal Muscle of Early Presymptomatic SOD157A Mice
(A) Fluorometric measurements of total ATP in the tibialis anterior (TA) muscle from SOD1%7** and wild-type age-
matched control mice (WT) at different ages. Data were analyzed by unpaired t test and presented as mean + SEM,
***p < 0.0001 compared with age-matched WT mice (n = 4 independent experiments).

(B) Coupling assay on isolated mitochondria purified from TA.

(C) Spinal Cord of SOD1°7** mice at the indicated ages. Mitochondrial respiration stages are reported as basal
respiration (state 2), maximal coupled respiration (state 3), respiration due to proton leak (state 40), and maximal
uncoupled respiration (state 3u). Data are expressed as % Oxygen Consumption Rate (OCR), and 100% was arbitrarily
assigned to values obtained from age-matched wild-type mice, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001, unpaired Student's
t test (n = 5 independent experiments).

(D) Activity of electron transport chain complexes |, INIIl, and IV of mitochondria obtained from TA.

(E) Spinal Cord of SOD1%7%* and wild-type (WT) mice at the indicated ages. Values were normalized to citrate synthase
activity and presented as mean + SEM, **p < 0.001, ***p < 0.0001 compared with age-matched WT mice (arbitrarily set at
100%), unpaired Student’s t test (n = 5 independent experiments).

Also see Figures S2A-S2C and S3A-S3C.

observed in early presymptomatic mice and the specific impairment of Complex | activity, we analyzed the
extent of AMPK activation in ALS mice.

Glycolytic skeletal muscles from SOD197** mice displayed a robust activation of AMPK, long before the
appearance of locomotor symptoms (Figures 5A and S4). AMPK activation occurred in parallel with the
phosphorylation/inactivation of the AMPK downstream target Acetyl-CoA Carboxylase (ACC), which cat-
alyzes the first step of fatty acid synthesis (Figures 5A and S4). Moreover, we found an upregulation in carni-
tine palmitoyltransferase 1 (CPT1) in the skeletal muscle of presymptomatic SOD157*4 mice (Figures 5A
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Figure 4. Mitochondrial Bioenergetics Failure Occurs in Skeletal Muscle Satellite Cells Isolated from Early
Presymptomatic SOD1%7*A Mice

(A) Representative trace of oxygen consumption rate (OCR) in skeletal muscle satellite cells isolated from early
presymptomatic SOD1%%** mice (55 days) and their wild-type control littermates (WT).

(B) Individual parameters obtained for basal respiration, ATP production, maximal respiration, and spare respiratory
capacity. Each data point represents an OCR measurement. Data are presented as mean + SEM, **p < 0.001, ***p <
0.0001 relative to WT control, p values obtained from unpaired Student’s t test. Data from four independent experiments,
with each sample tested in quadruplicate.

and 54). Finally, in support of a metabolic shift toward lipid use, we observed a decrease in the expression
of Glucose Transporter type 4 (Glutd) mRNA and the concomitant increase in pyruvate dehydrogenase ki-
nase 4 (Pdk4) mRNA in skeletal muscle of presymptomatic mice (Figure 5B).

Sarcolipin Is an Early Player in ALS Metabolic Alterations

Recent studies have outlined the pivotal role of sarcolipin (SLN) in orchestrating the transition toward
oxidative metabolism in skeletal muscle (Maurya et al., 2018). In line with the literature (Babu et al.,
2007), we found that SLN is highly expressed in the TA of wild-type control mice until 14 days of age, after
which it gradually declines (Figure 6A). By contrast, in SOD1°%** mice, the expression level of SLN re-
mained detectable in TA beyond 14 days of age, increasing during the course of the disease (Figure 6A).
Indeed, in SOD1%7* mice, SLN overexpression was strongly upregulated through to the end stage of dis-
ease in all glycolytic and oxidative muscles assessed. This is in contrast to the expression profile of SLN in
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Figure 5. Alterations in Expression of Metabolic Targets Occurs Early in the tibialis anterior (TA) of SOD1SA

Mice

(A) Representative western blot images of pAMPK, AMPK, pACC, ACC, and CPT1 (upper panel) in the TA of SOD1%%3*
and wild-type mice at 55 days of age. GAPDH was used as loading control. Densitometric analysis of pAMPK/AMPK and

oar e
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150

pACC/ACC ratios and CPT1 expression (lower panel) from n = 4 independent experiments.

(B) Expression of mRNAs coding for Pdk4 and Glut4 in the TA of SOD1°%** mice relative to wild-type litter-matched
controls. Data presented as mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 when compared with control littermates at

the same age (arbitrarily set at 1), unpaired Student’s t test.

Also see Figures S4 and S5A-S5C.

age-matched wild-type control mice, where SLN was only detectable in the oxidative soleus (Figure 6B). Of
note, we did not observe any significant variation in mRNA expression of phospholamban (PLN) or myor-
egulin (MLN) (Figure S5A), muscular micropeptides that function similarly to SLN. Thus, our data suggest

that SLN is the only SERCA-regulatory micropeptide involved in ALS.
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Figure 6. Upregulation of Sarcolipin in ALS Occurs before Denervation in SOD1°7*A Mice

(A and B) Representative western blots of sarcolipin (SLN) protein expression in the (A) tibialis anterior (TA) or (B} Extensor digitorum longus (EDL),
gastrocnemius (GNM), and soleus muscle of SOD1%%% (+) and wild-type mice () at the indicated ages.

(C) Western blot of pCaMKIl and CaMKIl in the TA of SOD1%7** (+) and wild type mice (—) at the indicated ages; GAPDH was used as loading control in (A-C).
(D) SLN protein expression in different muscle biopsies derived from MELAS, neuropathy (N), not Limb Girdle Muscle Dystrophy (LGMD) and patients with
ALS (1 = SOD1P%4 mutation, soleus; 2 = sporadic, vastus lateralis; 3 = Valosin Containing Protein (VCP) mutation, vastus lateralis; 4 = C9ORF72 repeat
expansions, soleus; 5 = sporadic, vastus lateralis; 6 = sporadic, rectus femoralis).

(E) Densitometric analysis of (D) normalized to GAPDH protein expression. Data are presented as a percentage, where an arbitrary value of 100% was
assigned to patients with ALS, ***p < 0.0001, one-way parametric ANOVA and Tukey's post hoc test.

(F) Expression of mRNAs coding for Sarcolipin (Sln), Acetylcholine Receptor o subunit (Achra), Acetylcholine Receptor ¢ subunit (Achre), Voltage-gated Na
channels 1.5 (Nav1.5), Histone Deacetylase 4 (Hdac4), Myogenin, MuscleRING Finger-1 (Murf1), and Myostatin in the TA of SOD15%** mice relative to their
wild-type control littermates, *p < 0.05, **p < 0.001 ***p < 0.0001 when compared with age control littermates (arbitrarily set at 1).

(G) Expression of mRNAs coding for SIn and denervation markers (Achra, Nav1.5, Hdac4, and Myogenin) in the TA of wild-type mice 3 and 15 days after
sciatic nerve axotomy. Data are expressed as the ratio between the average of values from not axotomized and axotomized mice, *p < 0.05, **p < 0.001 when
compared with control not axotomized mice (arbitrarily set on at 1), and ""'p < 0.001 between mice after 3 and 15 days from axotomy. All data are presented
as mean + SEM, unpaired Student’s t test (E) and parametric ANOVA and a Bonferroni post hoc test (F), n = 3 or 4 independent experiments.

See also Table 1.

An upregulation in SLN is known to trigger an increase in cytosolic calcium concentration in skeletal muscle
(Maurya and Periasamy, 2015). To this end, we found a significant activation of Ca?*/calmodulin-dependent
protein kinase Il (CaMKIl) in skeletal muscle of SOD1 G934 4t the presymptomatic stage of the disease, when
the glycolytic muscle was highly oxidative (Figure 6C). Moreover, we observed a significant increase in
PGC-1a protein expression in the TA of SOD1°%** mice at the presymptomatic phase of disease
(70 days of age) as well as throughout the course of the disease (Figure S5B).

The expression pattern of mRNAs coding for different isoforms of SERCA pumps reflects the metabolic
profile of muscle. SERCA2a and SERCA2b isoforms that are normally associated with oxidative muscle,
were more highly expressed in the TA from SOD1%%** mice, whereas the glycolytic muscle-associated
SERCA1 isoform was downregulated at the presymptomatic stage (Figure S5C). It is noteworthy that
SLN selectively binds SERCA2 isoforms, interacting with these to trigger the transition of skeletal muscle
from glycolytic to oxidative metabolism (Anderson et al., 2016). Finally, highly relevant was the finding
that SLN expression was upregulated in muscle biopsies obtained from six patients affected by different
forms of ALS (for details see Table 1). Indeed, all ALS biopsies showed higher expression levels of SLN
when compared with control patients affected by other muscular disorders (Figures 6D and 6E).

Sarcolipin Overexpression in SOD1%%*A Mice Is Not Related to Muscle Denervation

Several pathological conditions that lead to skeletal muscle disuse and subsequent atrophy affect not only
muscle mass but also muscle metabolism (Tintignac et al., 2015). SLN has been described to be a key medi-
ator of metabolic modifications occurring in unloaded/disused muscle (Fajardo et al.,, 2017). Thus, to
discriminate whether SLN upregulation is causally linked to the altered metabolic state observed in ALS
mice, or whether it is merely a consequence of early denervation, we analyzed the expression levels of
several denervation/atrophy markers. Our results demonstrate that, in TA from SOD1%%** mice, SLN is up-
regulated at the early presymptomatic stage, whereas mRNAs coding for Hdac4, Nav1.5, Myogenin,
AchRe, AchRa, Murf1, and Myostatin, all associated with the denervation process, are only increased at
the later stages of disease (Figure 4F).

In order to further decipher the relationship between denervation and metabolic alterations in skeletal
muscle from ALS mice, we used an experimental paradigm of acute denervation. As shown in Figure 6G,
sciatic nerve axotomy in control mice evoked an upregulation in denervation markers after 3 days, whereas
SLN was only found to increase after 15 days. Overall, our data strongly suggest that, in ALS, muscle meta-
bolic reprogramming is orchestrated by SLN and this occurs independent of denervation.

Altered Muscle Performance in SOD1%?3*A Mice Is Related to Hypermetabolism

Given the altered bioenergetic profiles observed in SOD157** mice, we next tested whether pharmacolog-
ical targeting of altered energy metabolism could be a beneficial therapeutic approach in ALS. To address
this aim, we chronically administered ranolazine (RAN) to SOD157* mice. RAN is a US Food and Drug
Administration (FDA)-approved drug that is used to treat ventricular hypertrophy, and it has been shown
to exert cardioprotective effects by facilitating higher energy production under conditions of lower oxygen
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Patient Age Sex ALS Mutation Months from Muscle (Biopsies ~ Patient

(years) Diagnosis Were Done on Information
Limb Muscle
where the Disease
Began)
1 47 F SEP1EIM 12 soleus dx Spinal onset
2 72 E Sporadic 42 vastus lateralis dx Spinal onset
5 50 M VCP mutation 54 vastus lateralis dx Spinal onset with IBM
(inclusion body
myositis) and Paget's
disease
4 62 E C9ORF72 (58 33 soleus dx Spinal onset with
repeats) progressive muscle
atrophy
5 77 % Sporadic 19 vastus lateralis dx Spinal onset
6 n F Sporadic 14 rectus femoris dx N/A

Table 1. Demographics of Patients with ALS

supply (Stanley, 2002). This drug decreases B-oxidation, thereby restoring the use of glucose as fuel (Mc-
Cormack et al., 1998).

In a preliminary dose-response study, a small cohort of SOD1%7* mice and age-matched wild-type control
mice received daily intraperitoneal (i.p.) injections, for seven consecutive days, of three different doses of
RAN (25, 50, 100 mg/kg). Treatment commenced at an age that corresponds to the symptomatic stage of
the disease in SOD1%7** mice (110 days). Bioavailability of RAN in plasma was assessed by high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC), and results confirmed a dose-dependent increase (Table 2). RAN
concentration values were consistent with those registered in more extended pharmacokinetics and phar-
macodynamics studies reported by others (Patel and Hasumati, 2015). Analysis of grip strength and SLN
expression were used as readouts to determine the efficacy of RAN treatment. Strikingly, SOD197%4
mice receiving 50 and 100 mg/kg of RAN showed a marked increase in muscular strength after 2 days of
treatment. This improvement was maintained throughout the 7-day treatment period (Figure S6A). Similar
results were obtained with a lower dose of RAN (25 mg/kg), which showed a significant, although delayed,
efficacy. Furthermore, in the TA muscle of SOD1%7** mice, SLN expression was reduced after 7 days of
treatment. This was most evident at a RAN dose of 50 mg/kg (Figure S4B). As such, 50 mg/kg of RAN
was selected as the most effective dose.

A second, larger cohort of SOD1%7** mice received 50 mg/kg RAN from the onset stage of disease
(90 days) through the end stage of disease. As shown in Figure 7A, RAN treatment improved hanging
grid performance in SOD1°7*A mice up until the fully symptomatic stage of the disease (132 days). Howev-
er, this improvement was not sustained; hanging grid performance in RAN-treated SOD1%7** mice was
comparable with that of non-treated SOD1%7* mice by the end stage of disease (Figure 7A). Interestingly,
RAN exerted similar effects on wild-type mice (Figure S7). Despite improving hanging grid performance in
SOD157*A mice, RAN failed to improve survival (Figure 7B) and it did not provide weight changes (data not
shown). Interestingly, RAN treatment improves glycemia and reverses glucose intolerance in murine
models of metabolic alterations without modifying body weight development (Batran et al., 2019; Ning
etal., 2011).

It is noteworthy that treatment efficacy followed the trend of expression/activation of muscle metabolic
markers. Indeed, after 30 days of treatment with RAN, SLN was markedly downregulated and CaMKI|
and AMPK were inactivated by dephosphorylation, whereas the AMPK target, ACC, was dephosphorylated
and hence reactivated (Figures 8A and 8B). Similarly, expression levels of mRNAs encoding myosin sub-
types and SERCA pumps were decreased in response to RAN (Figure 8C), whereas mRNAs encoding
Nor1 and Glut4 returned to levels similar to that observed in wild-type control mice (Figure 8C). In line
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RAN Dose (mg/kg) WT (uM) SOD15%A (uM)
25 0.63 £ 0.16 0.79 £ 0.1
50 1.22 £ 0.20 1.30 £ 0.18
100 333+ 021 2.87 + 0.17

Table 2. HPLC Determination of Ranolazine (RAN) Plasma Concentrations 12 h after i.p. Administration of
Ranolazine at 25, 50, or 100 mg/kg
Data are expressed as mean + SD, n = 5 per group.

with RAN’s known mechanism of action in improving glucose metabolism, fluorometric determination of
total ATP content showed a net increase in ATP concentration in the TA from symptomatic, 120-day-old
SOD15%*4 mice when compared with their wild-type control littermates (Figure 8D).

Given that progressive changes in muscle metabolic markers in SOD1%7* mice occurred alongside the
presentation of hypermetabolism, we next aimed to determine whether RAN would attenuate hyperme-
tabolism in SOD1%%* mice. Indeed, indirect calorimetry analysis showed that hypermetabolism was
partially abrogated after treatment with RAN (Figures 8E and 8F). RAN restored EE (Figure 8G) and REE
(Figure 8H) but had no effect on RER (Figure 8l). Surprisingly, the weakening of RAN effects during the
end stage of the disease was paralleled with an increase in the expression of SLN, the reactivation of CaM-
Klland AMPK, and thus ACC inactivation (Figures 8, 8J, and 8K). Overall, these results show that decreasing
EE is linked to an improvement in grip strength in SOD1%7*A mice. Our data highlight the potential rele-
vance of pharmacological interventions aimed at counteracting hypermetabolism in ALS.

DISCUSSION

In this study, we detail the existence of early events responsible for the remodeling of myofiber-type
composition and defective energy metabolism in the SOD1%7** mouse model of ALS. Our observations
are in agreement with previous work demonstrating a shift in fast-to-slow muscle fiber type composition
(Peggion et al., 2017), as well as aberrant mitochondrial metabolism (Salvatori et al., 2017) and alterations
in muscle glucose metabolism in response to muscle-restricted overexpression of SOD1%7*4 (Dobrowolny
etal,, 2008, 2018). Moreover, in line with the derangement in whole-body EE that we identified in symptom-
atic SOD17%4 mice, hypermetabolism has been described in many patients with ALS (Bouteloup et al.,
2009; Desport et al., 2005; Funalot et al., 2009; Jésus et al., 2018; Steyn et al., 2018) and often associated
with dyslipidemia (Dupuis et al., 2008). Notably, prognosis is less favorable in hypermetabolic patients
(Steyn et al., 2018), whereas dyslipidemia/hyperlipidemia may confer protection and increase survival (Du-
puis et al., 2008).

Given that skeletal muscle is a major determinant of whole-body energy metabolism (Zurlo et al.,
1990), we focused our investigation on the contribution of skeletal muscle to SOD19%A metabolic
dysfunction. Indeed, we found some prodromal molecular signatures of oxidative metabolism at
55 days of age, including an initial increase in NADH-TR and SDH activities and an increase in mito-
chondrial mass in fast-twitch glycolytic muscles. Thus, we identified a fast-to-slow skeletal muscle fiber
transition in the early presymptomatic stage; this pathological rearrangement of muscle phenotype
might partially account for the marked increase of fatty acid B-oxidation observed before disease
onset. However, according to previous evidence (Doshi et al., 2017), hypermetabolism occurs in
SOD1 G93A mice only at a symptomatic stage of the disease, whereas it is undetectable at
55 days of age. It should be considered that, around 55 days of postnatal life, the skeletal muscle
of SOD1 G93A mice are not yet fully oxidative.

Skeletal muscle is a dynamic tissue that is highly adaptable to environmental changes and to alter-
ations in energy need. Physical exercise is a key modulator of muscle plasticity, as enduring contractile
activity, it is a powerful stimulus for enhancing mitochondrial biogenesis (Hood, 2009). This condition
upregulates mitochondrial enzymes involved in fatty acid B-oxidation (Lundsgaard et al., 2018) to pro-
mote myofiber switching from fast (glycolytic) to slow (oxidative) fiber types (Fliick, 2006). In this view,
the muscle alterations that we have observed in SOD1°** mice appear to mimic a state of long-last-
ing endurance exercise. Indeed, Palamiuc et al. (2015) have previously reported increased endurance
capacity in SOD19%R mice at an advanced phase of disease. Although it remains unknown as to why
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Figure 7. Ranolazine Improves Locomotor Abilities but Does Not Affect Survival

(A) Locomotor abilities of SOD1°7** mice receiving daily intraperitoneal injections of Ranolazine 50 mg/kg (SOD16734
RAN) or physiological solution (SOD1%%*) evaluated by hanging grid test at the indicated days. Performance was
evaluated from 90 days of age (start of treatment) to the end stage of disease. Data are presented as mean £ SEM, *p <
0.05 **p < 0.001 ***p < 0.0001 when compared with age-matched SOD1%%** untreated mice, and *p < 0.05 **p < 0.01
5 < 0.0001 when compared with SOD1%7* mice at the beginning of treatment. (n = 12 SOD1%%%A, n = 12 SOD157* +
RAN).

(B) Kaplan-Meier survival curve of SOD19%3* mice and their wild-type control littermates (WT) receiving daily
intraperitoneal injections of Ranolazine 50 mg/kg (SOD1°7*4 RAN and WT RAN) or physiological solution (SOD1%7** and
WT). p Values were obtained using parametric two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test (A) or one-way ANOVA with
Bonferroni post hoc test (B).

Also Figure S7.

there is a shift in muscle fiber type, and enhanced fatty acid utilization in the absence of environ-
mental pressure and/or physical exercise in SOD1°7** mice, this exercise-mimetic phenotype may
be associated with aberrant energy needs that may be associated with early mitochondrial dysfunction
and/or SLN overexpression.

Mitochondrial Dysfunction

In light of the critical role that mitochondria play in muscle metabolism and plasticity, it is conceivable that
early alterations in muscle mitochondria might contribute to altered energy homeostasis in ALS. In agree-
ment with this hypothesis, we report mitochondrial impairments in skeletal muscle in early presymptomatic
SOD157*4 mice, which occur prior to the presentation of motor symptoms. Recently, an association be-
tween myopathy and defective mitochondrial function has been described in a different ALS mouse model
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Figure 8. Chronic Ranolazine (RAN) Administration Restores Metabolic Homeostasis

Mid-term evaluation (120 days) of SOD1%%** mice receiving daily RAN (50 mg/kg i.p.) from 90 days of age.

(A) Western blot analysis of SLN, pCaMKII, CaMKIl, pAMPK, AMPK, pACC, and ACC in the tibialis anterior (TA) of SOD1%?** mice (+) and wild-type control
littermates (—) receiving daily RAN (+) or vehicle (—) at 120 days of age. GAPDH was used as loading control.

(B) Densitometric analysis of data obtained in (A). Data are presented as mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.001 when compared with wild-type untreated mice
(arbitrarily set on at 1) and *p < 0.05 *p < 0.001 when compared with SOD1%%** untreated mice (n = 6 independent experiments), parametric one-way
ANOVA and a Bonferroni post hoc test.

(C) Expression of mRNAs coding for Nor1, Glut4, Sercal, Serca2a, Serca2b, MyHCI, MyHClla, MyHClIx, MyHClIb in the TA of SOD1%7** mice and wild-type
control littermates treated with RAN (SOD1°7** RAN and WT RAN) or not treated with RAN (SOD1%7** and WT) at 120 days of age (n = 4 for each genotype/
treatment). Data are presented as mean + SEM, **p < 0.001 when compared with wild-type untreated mice (arbitrarily set on at 1) and *p < 0.05 when
compared with SOD1°7* untreated mice (n = 6 independent experiments), parametric one-way ANOVA and a Bonferroni post hoc test.

(D) Fluorometric measurement of total ATP in the TA of SOD1%7** mice and wild-type control littermates receiving daily RAN (+) or vehicle (—) at 120 days of
age. Data were analyzed by one-way ANOVA with multiple comparisons using Dunnet's t test and Tukey's HSD (Honestly Significantly Different) post hoc
test. Data presented as mean + SEM, ***p < 0.0001 when compared with WT untreated mice and **p < 0.001 when compared with SOD1%%*4 untreated mice
(n = 4 independent experiments).

(E) Energy expenditure profile (EE) of WT and SOD1%7** treated with RAN or vehicle at 120 days of age. Black bar indicates the dark cycle period.

(F-H) (F) Percentage of increase in EE between 55 and 120days of age, and effects of RAN treatment (initiation of treatment marked with an arrow) from day
90 onward. Mean of (G) EE and (H) Resting EE (REE) obtained from WT and SOD19%*A mice in (E). Data are presented as mean + SEM, ***p < 0.0001 when
compared with WT mice; **p < 0,0001 when compared with SOD1°7** mice (at least n = 4 animals), two-way ANOVA with Tukey post hoc test.

(I-K) () Respiratory exchange ratio (RER) demonstrating the extent of lipid versus carbohydrate oxidation. Data are presented as mean + SEM, ***p < 0.0001
when compared with WT mice; (at least n = 4 animals), two-way ANOVA with Tukey post hoc test. Long-term evaluation (150 days) of RAN treatment started
at 90 days of age: (J) western blot analysis of SLN, pCaMKIl, CaMKIl, pAMPK, AMPK, pACC, and ACC in the TA of SOD1%7** (+) and wild-type (—) RAN-
treated (+) or untreated (—) mice. GAPDH was used as loading control. (K) Densitometric analysis of data in (I). Data are presented as mean + SEM,

**p < 0.001 when compared with WT untreated mice (arbitrarily set on at 1) and *p < 0.05 when compared with SOD1%%** untreated (n = 6 independent
experiments), parametric one-way ANOVA and a Bonferroni post hoc test.

(Genin et al., 2019), thus underlining the importance of muscle bioenergetics in neuron motor disease. In
line with premature atrophy and loss of function of fast-twitch fibers (Hegedus et al., 2008; Palamiuc et al.,
2015; Peggion et al., 2017), we detected early mitochondrial metabolic alterations in glycolytic EDL, TA,
and GNM but not in oxidative soleus. Interestingly, skeletal muscle satellite cells isolated from early pre-
symptomatic SOD1°7% mice also exhibited defective bioenergetic profiles. The drop in energy produc-
tion in these skeletal muscle stem cells and their inability to respond to metabolic changes might affect
muscle regeneration in response to denervation as previously described in ALS pathology (Tsitkanou
et al., 2016; Yin et al., 2013).

We found an early impairment of Complex | activity in skeletal muscle of SOD1%7*4 mice. An impairment of
Complex | activity has previously been described in muscle biopsies from patients with sporadic ALS (Wie-
demann et al., 1998). Moreover, functional alterations of the Complex | has been observed in GNM isolated
from SOD1%7* mice at 7 weeks of age (Capitanio et al., 2012). Collectively, these observations corroborate
the hypothesis that, in patients with ALS (Ghiasi et al., 2012) and in preclinical models (Szlvatori et al., 2018;
Wang et al., 2016), Complex | activity is a selective target of different ALS-related proteins. Complex | can
be considered as an energy-transducing enzyme whose activity regulates cell energy request and activates
catabolic pathways following the failure of its activity (Hunter et al., 2018; Leonard et al., 2017). Accordingly,
pharmacological inhibition or a failure in Complex | activity triggers the activation of the AMPK (Hu et al.,
2017; Hunter et al., 2018). AMPK activation promotes catabolic pathways, such as lipid oxidation in skeletal
muscle (Merrill et al., 1997; O'Neill et al., 2013). This known action of AMPK is in line with the increase in lipid
oxidation and inhibition of glucose utilization that we observed here in early presymptomatic mice. In the
context of ALS, mitochondrial failure could drive an increase in the use of lipids as primary fuel substrate to
compensate for energy deficit and a decline in ATP synthesis. Subsequent to this, excess ROS generation
as aresult of excessive mitochondrial lipid oxidation may further aggravate mitochondrial dysfunction (Qui-
jano et al., 2016; Rosca et al., 2012).

SLN Overexpression

SLN is a micropeptide inhibitor of SERCA activity that uncouples Ca’" transport from ATP hydrolysis (Bal
etal, 2012; Smith et al., 2002). Thus, SLN has a critical role in determining metabolic rate, EE, and muscle-
derived thermogenesis (Bal et al., 2012; Maurya and Periasamy, 2015; Maurya et al., 2018). Notably, selec-
tive SLN overexpression in fast-twitch glycolytic muscle has been shown to reprogram mitochondria and
induce an oxidative phenotype (Maurya et al., 2018). The expression of SLN is tightly regulated during
development, and in rodents, its expression is detectable in skeletal muscle during late embryonic
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development and early neonatal life (Babu et al., 2007). Accordingly, in control mice SLN expression was
downregulated in glycolytic muscle by postnatal day 15, whereas its expression was highly upregulated
in the same muscle during the entire life course of SOD1%7** mice. More interestingly, we found marked
SLN overexpression in muscle biopsies from patients affected by genetic and sporadic forms of ALS.
Although SLN has already been viewed as a feasible prognostic or early diagnostic biomarker in ALS, its
upregulation has been associated with disease-specific denervation (Czlvo et al., 2012) rather than specific
metabolic signatures. In contrast to this, our results indicate that SLN is overexpressed before the upregu-
lation of any denervation markers. Although our data do not pinpoint SLN upregulation as being the pri-
mary “source” of hypermetabolism in ALS, early mitochondrial failure and energy deficit could underlie
SLN overexpression and activate compensatory oxidative metabolism. Indeed, SLN plays a central role
in the adaptive mechanisms that couple increased energy request (e.g., diet-induced obesity), cold accli-
matization, and exercise with mitochondrial ATP and energy production (Maurya et al., 2018). Thus, the in-
crease of SLN expression in ALS might represent a classical adaptation to increased energy demand, lead-
ing to a shift in substrate utilization, mitochondrial biogenesis, and oxidative metabolism in glycolytic
muscle.

RAN Treatment

To determine whether decreasing energy demand and re-balancing substrate utilization might be of
benefit in ALS, we aimed to assess the potential therapeutic role of RAN, an FDA-approved fatty acid
oxidation inhibitor that is used for the management of cardiac dysfunction (Bhandari and Subramanian,
2007; Stanley, 2002). We demonstrate that chronic RAN treatment in SOD1%7%* mice significantly improves
motor function in SOD15%** by slowing the decline in muscle strength over a 6-week treatment period.
Moreover, during mid-term treatment evaluation (120 days of age), we found that RAN attenuated exces-
sive whole-body EE in SOD1°%*4 mice, and although it did not offset increased fatty acid B-oxidation, RAN
treatment improved energy metabolism by increasing muscle ATP content.

Interestingly, we found that, by the end stage of disease (at 150 days), RAN had lost its efficacy and there
was a re-emergence of hypermetabolism. It should be noted that, in patients with stable angina pectoris,
the recommended posology includes the escalation of drug dosage during therapy (www.ema.europa.eu/
ema/index.jsp?curl=pages/medicines/human/medicines/000805/human_med_001009
jsp&mid=WC0b01ac058001d124). This suggests that the re-emergence of pathology at the end stage of
disease in SOD1°7” mice may be attributed to the loss of RAN efficacy rather than disease exacerbation.
Of interest, RAN also acts as an inhibitor of late inward sodium currents (IpNa) during cardiac repolarization
(Belardinelli et al., 2013). Hence, we cannot rule out that sodium channel facilitation of membrane repolar-
ization might decrease cell energy demand to compensate for mitochondrial failure in skeletal muscle and
neurons of SOD197** mice.

Conclusions

Our study provides compelling evidence to demonstrate specific metabolic dysfunction and mitochondrial
failure as early pathophysiological events in ALS. Here, we may consider that a slight drop in ATP produc-
tion via mitochondrial impairment or SLN overexpression may become pathologically relevant when en-
ergy demand increases as a result of lifestyle changes or during aging. In this scenario, a timely pharmaco-
logical intervention impinging on hypermetabolism may be a promising therapeutic option to improve
quality of life.

Limitations of the Study

In this study we use an FDA-approved drug, Ranolazine, to counteract hypermetabolism in an ALS mouse
model. In our hands, Ranolazine ameliorates locomotor symptoms of fully symptomatic ALS mice, but its
effect is temporary. In this regard, RAN does not improve life span in SOD1°7** mice. Given that we
have observed temporary restoration and recovery of metabolic indicators, the loss of effectiveness of Ra-
nolazine requires further investigation through extended pharmacokinetics and pharmacodynamics
studies. From our study, we provide proof of concept that hypermetabolism appears to be considered a
viable therapeutic target in ALS. As such, alternate drugs that are known to modulate metabolism should
also be considered.
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Figure S1. Quantification of muscle oxidative markers, Related to Figure 2. (A-B) Percentages of the dark areas (Blue
for NADH-Tr activity and Purple for SDH activity, respectively) measured using ImageJ and normalized against total area.
(C) Percentages of the red areas (ATBP fluorescent signal) measured using ImageJ and normalized against total area.
Calculations were performed on tibialis anterior (TA) cryosections (3 for each mouse) from 3 to 4 different mice at each
age. Data presented as means + SEM, **P<0,001, ***P<0,0001 with respect to wild-type control littermates at the same
age, unpaired Student’s ¢ tes.
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Figure S2
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Figure S2. The mass of mitochondria increases during disease course, Related to Figure 2. Mitochondrial amount
was determined at 55, 90, 120 and 150 days of age by assessing: (A) The ratio between ug of purified mitochondria and
mg of tissue used for purification; tibialis anterior (TA), gastrocnemius (GNM), extensor digitorum longus (EDL) and
soleus. Data are reported as percentage, with 100% being assigned to values obtained from age-matched wild-type
control mice (WT), n=4 independent experiments. (B) Western blot analysis of cytosolic (CYTO), mitochondrial (MITO)
and nuclear (NUC) subcellular fractions obtained from the TA of WT mice from 55 to 150 days of age. Fractions were
verified for the presence of specific markers using antibodies against GADPH for the cytosolic fraction, VDAC for the
mitochondrial fraction and HDAC1 for the nuclear fraction. A representative immunoblot is shown. (C) RT-gPCR
quantification of ND3, ND5 and COX3 genes encoded by mitochondrial DNA in the TA, GNM, EDL and soleus muscle.
Genomic DNA was used as internal standard and values of age-matched wild-type control mice was arbitrary set at 1.
Data are presented as mean + SEM, *P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001, unpaired Student's t test, n=4 different mice for
each age.
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Figure S3
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Figure S3. Mitochondrial bioenergetic failure occurs in skeletal muscle of early presymptomatic SOD1 G93A mice,
Related to Figure 3. (A) Coupling assay on isolated mitochondria purified from different tissues of SOD16%A mice at the
indicated ages. Mitochondrial respiration stages are reported: basal respiration (State 2), maximally coupled respiration (State
3), respiration due to proton leak (State 40) and maximal uncoupled respiration (State 3u). Data are expressed as % of Oxygen
Consumption Rate (OCR) and 100% was arbitrarily assigned to values obtained from age-matched wild-type mice. *P<0,05,
**P<0,001, ***P<0,0001, unpaired Student's ¢ test. (B) Representative Coupling Assay profiles performed on mitochondria
isolated from the indicated tissues of 55 day old SOD1%%Amice and their wild-type control littermates. The injection of ADP,
Oligomycin, FCCP and Antimycin A (Ant. A) are indicated with arrows. (C) Blue Native Gel mitochondrial extracts isolated from
the TA of WT (-) and SOD1694 (+) mice at the indicated ages. A representative gel is shown (n=3 experiments).
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Figure S4
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Figure S4. Alterations in metabolic targets occur early in the gastrocnemius of SOD1¢%A mice, Related to
Figure 5. Western blot analysis of pAMPK, AMPK, pACC, ACC and CPT1 in the gastrocnemius (GMN) of SOD1693A
(+) and wild type mice (-) from 55 days of age to end-stage (150 days) of disease. GAPDH was used as loading control
(left panel). Densitometric analysis of pAMPK/AMPK and pACC/ACC ratios, and CPT1 expression (right panel). Data

are presented as mean + SEM, *P<0,05, **P<0,001 when compared with wild-type mice at the same age (arbitrarily set
at 1), n=4 independent experiments, unpaired Student’s t test.
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Figure S5
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Figure S5. Expression of other SERCA regulating micropeptides, Related to Figure 6. (A) Expression of mRNAs
coding for phospholamban (PLN) and myoregulin (MLN) in tibialis anterior of SOD16%A mice. RT-gPCR analysis was
performed at different stages of disease in SOD16%A mice and their wild-type control littermates. (B) PGC1a
expression in skeletal muscle of SOD1%9%A mice. PGC1a protein expression in tibialis anterior (TA) of SOD16%9A (+) and
wild type mice (-) at the indicated ages (left panel). B-Actin was used as loading control. Densitometric analysis of data
(right panel), presented as mean + SEM, *P<0,05, **P<0,001, when compared with wild-type mice at the same age
(arbitrarily set en at 1), n=4 independent experiments, unpaired Student's ¢ test. (C) Expression of mRNAs coding for
Serca1, Serca2a, Serca2b in the TA of SOD16%A mice. RT-gPCR analysis was performed at different stages of
disease in SOD16%A mice and their wild-type control littermates (at least n=3 for each stage). Results in A and C (at
least n=3 for each stage) are expressed as the ratio between the average of values from wild-type control and
transgenic mice, normalized to the average values of TATA box housekeeping gene. Data are presented as mean *
SEM when compared with control littermates at the same age (arbitrarily set er at 1), unpaired Student’s ¢ test.
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Figure S6
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Figure S6. Dose response study of Ranolazine treatment, Related to
Figure 7. (A) Locomotor abilities of SOD16%A mice receiving daily
intraperitoneal injection of different doses of Ranolazine (RAN) (25, 50
and 100 mg/kg) or physiological solution (untreated) for seven days (from
110 to 117 days of age) evaluated by hanging grid test at the indicated
days. Performance at day O of treatment was considered as 100% and
performance, at days 2, 5 and 7; were considered relative to time 0.
*P<0,05, **P<0,001 when compared with untreated SOD1¢%A and
#P<0,05, #P<0,001 when compared with SOD169A performance at the
beginning of treatment. (B) Western blot analysis of Sarcolipin (SLN) in
the tibialis anterior (TA) of SOD16%A receiving daily intraperitoneal
injection of RAN 25 mg/kg (25), 50 mg/kg (50), 100 mg/kg (100) or
physiological solution (NT) for seven days (left panel). GAPDH antibody
was used as loading control. Densitometric analysis of data (right panel).
*P<0,05, **P<0,001 when compared with untreated mice (arbitrarily set at
1). Data are presented as mean * SEM of n=6 independent
experiments, parametric two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test
(A) and one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test (A).
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Figure S7
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Figure S7. Ranolazine (RAN) treatment effect in wild-type (WT) mice, Related to Figure 7. Locomotor abilities of
WT mice receiving daily intraperitoneal injection of Ranolazine 50 mg/kg (WT RAN) or physiological solution (WT)
evaluated by hanging grid test at the indicated days. Performance was evaluated from 90 days of age (start of
treatment) to an age that equates to the end-stage of disease for SOD1¢9A mice. Data are presented as mean + SEM,
*P<0,05 **P<0,001 when compared with age-matched WT untreated mice and #P<0,05 #P<0,01 when compared with
WT mice at the beginning of treatment, n=11 WT, n=11 WT RAN, parametric two-way ANOVA with Bonferroni post
hoc test.
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METHODS

Antibodies

The antibodies used in this study were: AMPKa rabbit polyclonal (Cell Signaling, Cat#2532
WB:1:1000), Phospho-AMPKa (Thr172) (40H9) rabbit monoclonal (Cell Signaling,
Cat#2535 WB:1:1000), Acetyl-CoA Carboxylase (c83b10) rabbit monoclonal (Cell
Signaling, Cat#3676 WB:1:1000), Phospho-Acetyl-CoA Carboxylase (Ser79) rabbit
polyclonal (Cell Signaling, Cat#3661 WB:1:1000), anti-CPT1A (8F6AE9) mouse
monoclonal (Abcam 128568 WB:1:1000), anti-Sarcolipin rabbit polyclonal (Millipore
Cat#ABT13 WB 1:1000), CaMKIlla (A-1) mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology
Inc,. Cat# sc-13141 WB 1:1000), Phospho-CaMKlla (22B1) mouse monoclonal (Santa
Cruz Biotechnology Inc., Cat# sc-32289 WB 1:1000), PGC1alpha (H-300) Rabbit
polyclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc., Cat# sc-13067 WB 1:1000), anti-Laminin rabbit
polyclonal (Cat#L9393, Sigma, IF 1:400), Anti- ATPB (3D5) mouse monoclonal (Abcam
Cat#ab14730 IF 1:400), anti-HDAC1 rabbit polyclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Cat# sc-7872, RRID:AB_2279709, WB 1 : 1000), anti-VDAC mouse monoclonal (Santa
Cruz Biotechnology Inc., Cat# sc-8829, RRID:AB_2214801, WB 1 : 5000), anti-GAPDH
mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc., Cat# sc-166545, RRID:AB_2107299
WB 1:5000), anti-B-Actin (Santa Cruz Biotechnology Inc., Cat# sc-47778, WB 1:5000).
Anti-rabbit (Cat# 1706515, WB: 1:1000) and anti-mouse (Cat# 1706516, WB: 1:1000) I1gG
peroxidase-conjugated secondary antibodies were from Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA and Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Cat# A11017, 1: 300) anti-rabbit goat antibodies
and Cy3 anti-mouse antibody from Jackson Immuno-Research Laboratories, West Grove,
PA, USA, Cat# 65119, 1: 300).

Animals

All animal procedures were carried out in accordance with the European Guidelines for the
use of animals in research (2010/63/EU) and the requirements of Italian laws (D.L.
26/2014). All procedures were approved by the Animal welfare office, Department of
Public Health and Veterinary, Nutrition and Food Safety, General Management of Animal
Care and Veterinary Drugs of the ltalian Ministry of Health (protocol number
931/2017/PR). Animals were kept in a virus/antigen-free facility with a light/dark cycle of 12
h at constant temperature and humidity. Food and water were provided ad libitum.

SOD1¢* mice (B6.Cg-Tg(SOD1 G93A)1Gur/J) were obtained from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) and bred in our animal facility. Transgenic hemizygous
SOD1+* males were crossbred with C57BL/6 females and transgenic progeny were
genotyped by PCR. Disease onset was evaluated by hanging grid test; tests were
conducted once per week starting at 55 days of age. The final measurement for each
mouse was determined by calculating the mean of three different hanging grid test trials on
each given day. A performance baseline of 100% was assigned to the first mean
performance for each mouse at 55 days of age. Age of symptom onset was classified as
being the time at which mouse performance deteriorated by 20% from the baseline. In our
animal house, and using this approach, disease onset in male mice was classified as
being 91.7 + 2.9 days, and survival was 168.7 + 1.9 days.

To follow disease progression, behavioural scores and body weight were monitored
starting at 55 days according to Apolloni et al. (Apolloni et al., 2019). In brief, we assigned
the following age (in days) to the following disease stages: 55 days as “early
presymptomatic”’, 70 days as “presymptomatic”, 90 days as “symptoms onset”, 120 days
as “symptomatic”’, 150 days as “end stage”. Mice were anaesthetized with Rompum
(xylazine, 20 mg/ml, 0.5 ml/kg Bayer, Milan, Italy) plus Zoletil (tiletamine and zolazepam,
100 mg/ml, 0.5 ml/kg; Virbac, Milan, Italy), and then sacrificed for tissue dissection.
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Energy metabolism by indirect calorimetry

Total Energy Expenditure (EE), Resting Energy Expenditure (REE) and Respiratory
Exchange Ratio (RER) were measured using an indirect calorimeter system (TSE
PhenoMaster/LabMaster System, Germany) with a constant air flow of 0.35 L/min. Mice
were adapted for 12 hours to the metabolic chamber, and parameters were measured at
20 minute intervals for each mouse, starting at 7:00 PM and ending automatically after 48h
or 72h (12h dark-light phase comparison). Room temperature was kept constant (22°+1°C)
and locomotor activity was assessed in parallel to discriminate between EE and REE. REE
was analyzed by considering each animal’s resting conditions, which was defined as an
activity count between 0 and 3. RER was calculated as: RER = volume of CO,
produced/volume of O,consumed (an index of substrate utilization). Mice were assessed
under standard nutritional conditions (i.e., standard diet-fed) and food intake was
continuously monitored (Giacovazzo et al., 2018).

Glucose tolerance test (GTT)

GTT was performed in SOD1=»and WT mice at 55 days, 90 days and 120 days of age.
Blood glucose was measured in tail tip blood samples using a Multicare Test Strip
apparatus (Biochemical Systems International, Italy). Plasma glucose was assessed at 0,
20", 40’ and 60 min after i.p. glucose administration (2gr/kg), which was administered
following an overnight fast (16h). The area under the curve was calculated using the
trapezoidal rule.

RNAseq

Total RNA from the tibialis anterior (TA) muscles of 90 day old SOD1<* mice and their
wild-type control littermates was extracted using TRI Reagent (Sigma) following the
manufacturer’'s protocol. RNA was shipped to the sequencing IGA of Udine
(https://appliedgenomics.org/it/). The libraries for sequencing were prepared using NUGEN
Ovation System V2 RNA-Seq. For each biological sample two independent experiments
were carried out for the isolation of RNA.

Read quality control was asserted through FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), and quality/adapter trimming
was carried out using Trim

Galore (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/), which itself is
a wrapper for cutadapt. Subsequently, reads were pseudo aligned to transcriptome
GRCm38 (mm10) using Kallisto version 0.43.1. Count tables were generated in R using
the package tximport together with DESeq2. Differential expression of genes was
conducted using DESeq2 with default options. Genes were considered differentially
expressed if the adjusted P-value was<0.05.

RNA-seq data of this study have been deposited in the Sequence Read Archive (SRA)
under the accession code: PRINA623256
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/study/?acc=PRJNA623256)

Histochemistry and Immunofluorescence

For histochemistry and immunofluorescence analysis, 10 ym muscle cryosections were
obtained from SOD1+* mice and their wild-type control littermates at different stages of the
disease.
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For NADH-tetrazolium reductase activity staining (NADH-TR), muscle cryosections
were incubated for 15 min with a solution containing NADH and nitrotetra-zolium blue (#
N8129 and #N6876, Sigma-Aldrich) in Tris-HCI (pH 7.4) at 37°C (Madaro et al.,
2013). Enzymatic staining for succinate dehydrogenase (SDH) activity was performed
according to Molinari et al. (Molinari et al.,, 2017). Briefly, TA cross-sections were
incubated for 20’ at 37 °C in PBS containing 1 mg/ml of nitrotetrazolium blue chloride
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 27 mg/ml of Na-succinate. After staining,
sections were fixed with 4% PFA and images from three serial sections per animal were
acquired using an Olympus BX53 (Olympus). Images were processed using Image
analysis IAS software (Delta Sistemi).

For immunofluorescence, cryosections were fixed in 4% PFA for 10 min,
permeabilized with 0.25% Triton for 15 min at room temperature, and blocked for 1 h with a
solution containing 4% BSA in PBS. Samples were then incubated for 2 h at room
temperature with primary antibodies followed by Alexa 488- or Cy5- conjugated secondary
antibodies. After rinsing in PBS, cryosections were counterstained with 1 ug/ml Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich) in PBS and visualized with a Zeiss LSM 800 Confocal Laser
Scanning Microscope. Fluorescence images were processed using ZEN 2.6 (Blue Edition)
(Carl Zeiss, Milan, ltaly) and Adobe Photoshop software (Adobe, San Jose, CA, USA).
Densitometric analyses were performed using ImageJ (U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016).

Isolation, quantification and bioenergetic analysis of isolated mitochondria
Mitochondria were isolated from the TA, gastrocnemius (GNM), extensor digitorum longus
(EDL), soleus and spinal cord of SOD1¢* mice and their wild-type control littermates, at
different stages of the disease. According to Salvatori et al., tissues were homogenized in
210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM EDTA and 10 mM HEPES KOH (pH 7.5) through
a Glass/Teflon Potter Elvehjem homogenizer (Salvatori et al., 2017, 2018). The total
concentration of mitochondria was determined using a Bradford assay (Bio-Rad, Cat#
5000006) and the obtained quantity was normalized to the weight of the starting material
to determine ug of mitochondria per mg of tissue. Tissue mitochondrial content was also
assayed by quantitative real-time PCR in which the quantity of mitochondrial DNA /
genomic DNA was evaluated (see also below in “DNA-RNA isolation and Real Time
PCR”).

Isolated mitochondria were resuspended in a minimum volume of Respiration Buffer
(250 mM Sucrose, 15 mM KCI, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl,, 30 mM K.HPO.), loaded (4 pg
for skeletal muscles and 12 ug for spinal cord) onto a Seahorse XFe96 microplate, and
centrifuged for 20 minutes at 2000 x g. After centrifugation 180 ul of Respiration Buffer
[containing substrates: pyruvate (5 mM), malate (2.5 mM), glutamate (5 mM)] were added
to each well, and the microplate was incubated at 37°C for 8 min to equilibrate the plate
temperature. During plate incubation, the XFe96 cartridge was loaded with drugs to a final
concentration of: ADP 1 mM, oligomycin 3 pM , FCCP 12 yM and Antimycin A 2 uM.
Microplates containing mitochondria were then loaded into Seahorse XFe96 Extracellular
Flux Analyzer (Seahorse Bioscience-Agilent) and the assay was completed according to
the protocol developed by Seahorse Agilent. Coupling assays were performed across 6
technical replicates per plate, for 3 experiments. This assay allows for the assessment of
electron transport chain functionality and oxidative phosphorylation flow tracing O,
Consumption Rates (OCR) in basal conditions (mitochondrial State 2 respiration) and in
response to the administration of ADP (maximal coupled respiration, or mitochondrial
State 3 respiration), Oligomycin A (respiration due to proton leak, or mitochondrial State 40

211



respiration), FCCP (maximal uncoupled respiration, or mitochondrial State 3u respiration)
and Antimycin A (inhibition of oxidative respiration).

Blue Native PAGE (BN-PAGE)

BN-PAGE was performed on mitochondria purified from the TA of SOD1+* mice and their
wild-type control littermates using a NativePAGE™ Sample Prep Kit (Invitrogen™, Cat #
BN2008). Specifically, 20ug of mitochondrial protein was loaded into 4-16% gradient gels
(Bio-Rad), electrophoresed at 150 V for 120 minutes, and stained with 10% acetic acid,
25% isopropanol and Coomassie blue G250. The apparent molecular weight was
determined using NativeMark™ Unstained Protein Standard molecular weight markers
(Invitrogen™, Cat # LC0725).

Total ATP evaluation

Total ATP concentration was measured in the TA of SOD1+* mice and their wild-type
control littermates using an ATP Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (BioVision, Inc.,
Milpitas, CA). Samples were loaded in 96-well microtiter plates and the fluorometric
measurement of tissue ATP concentration was determined at Ex / Em = 535/587 nm using
a plate reader (Perkin EImer 1420 Multilabel Counter Victor3V).

Biochemical assays

The activity of respiratory chain complexes (Complex |, Il/lll, IV) was evaluated in isolated
mitochondria obtained from ALS mice and their wild-type control littermates at different
stages of the disease according to Salvatori et al. (Salvatori et al., 2018), with some
modifications. Briefly, tissues were sonicated (UP200S Ultrasound Technology, Hielscher,
Teltow, Germany, 20% Amplitude, 0.5 cycles for 30 s) and the reduction or oxidation of
specific substrates was recorded by spectrophotometric measures. Complex | activity was
performed by monitoring the oxidation of NADH at 340 nm at 30°C in a 1 mL quartz
cuvette containing 25 mM potassium phosphate pH 7.4, 5 mM MgCl,, 5 mg/mL bovine
serum albumin, 1 mg/mL Antimycin A, 65 yM decylubiquinone, 130 uM NADH and 80 pg
of total mitochondrial protein. Complex II/lll activity was performed by monitoring the
reduction of ferricytochrome ¢ at 540 nm in a 1-ml cuvette at 30°C containing 20mM
succinate, 0.5 mM EDTA, 2 mM KCN, and 25 pg total mitochondria protein. Complex IV
activity was assayed following the oxidation of ferricytochrome ¢ at 540 nm in a 1 ml
cuvette at 30°C. Spectrophotometric determination of citrate synthase activity was
measured according to Ferri et al. (Ferri et al., 2006) and values were used as standard
internal controls.

Bioenergetic analysis of isolated skeletal muscle satellite cells

Skeletal muscle satellite cells were isolated from 55 day old SOD1+* mice and age-
matched wild-type controls through magnetic beads-associated cells sorting according to
Reggio et al. (Reggio et al., 2020). Mice were euthanized via cervical dislocation, and
hindlimbs were carefully skinned, dissected and placed in HBSS supplemented with 2%
BSA and 1% Pen/Strep (SupHBSS). Muscles were dissociated from bones in a sterile
hood and minced into small pieces. Minced tissue was separated at 700 x g for 10 min at
4°C and digested with 2 pg/ul collagenase A (Roche), 2.4 U/ml dispase Il (Roche), and 10
pug/ml DNase | (Roche) in DPBS wi/calcium and magnesium, for 1h under agitation in a
water bath at 37°C. Digested tissue was separated at 700 x g for 10 min at 4°C,
resuspended in SupHBSS and sequentially filtered through 100 pm, 70 pm and 40 pm
nylon cell strainers previously hydrated with SupHBSS. After each filtration step, the cell
suspension was separated and resuspended. Red blood cells were lysed with RBC buffer
(ChemCruz) between the 70 um and 40 um filtration steps by incubating the cell pellet in 1
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ml of 1X RBC for 2.5 min on ice, and inactivated with SupHBSS. The final cell suspension
was separated and resuspended in magnetic beads buffer (MBB) consisting of DPBS w/o
calcium and magnesium supplemented with 0.5% BSA and 2 mM EDTA, and filtered
through 30 pum cell strainer. Cell sorting was carried out by incubating the cell pellet with
anti-CD45 and anti-CD31 antibody to eliminate immune/hematopoietic and endothelial
cells. Incubation with anti-7-integrin antibody yielded the satellite cell fraction. To
precipitate contaminating fibroblasts, the 7-integrin positive fraction was pre-plated for 2h
in growth medium consisting of DMEM high-glucose Glutamax (Gibco), supplemented with
1 mM sodium pyruvate, 1% pen/strep, 20% FBS, 10% horse serum, and 2% chicken
embryo extract. Unattached cells were recovered and plated for proliferation in
CytoGROW medium (Resnova) at a density of 200000 cells/100 mm dish. After 4 days of
proliferation, cells were trypsinized and counted for analysis using a Seahorse XFe96
Extracellular Flux Analyser (Seahorse Bioscience-Agilent, USA). Bioenergetic profiles of
skeletal muscle satellite cells isolated from SOD1+* mice and wild-type age-matched
controls were performed using a Mito Stress Test Kit (Seahorse Bioscience), following the
manufacturer’s instructions and according to Salvatori and collaborators (Salvatori et al.,
2018).

Human samples and ethics statement

Muscle biopsies from ALS patients were obtained for diagnostic purposes in the
Department of Medical, Surgical and Neurological Sciences of the University of Siena,
Siena, ltaly. All patients signed informed consent to permit the use of their samples for
research. Our study complies with the ethical standards established in the 1964
Declaration of Helsinki and its later amendments.

Electrophoresis and western blotting

Protein samples were separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to nitrocellulose membranes (Perkin Elmer, Cat# NBA085B). Membranes were
blocked for 1 h in Tris-buffered saline solution with 0.1% Tween-20 (TBS-T) containing 5%
BSA, and then incubated for 2 h at room temperature or overnight at 4°C with indicated
primary antibodies, diluted in TBS-T containing 2% BSA. After rinsing with TBS-T solution,
membranes were incubated for 1 h with the appropriate peroxidase-conjugated secondary
antibody diluted in TBS-T containing 1% BSA, then washed and developed using the
enhanced chemiluminescence detection system (Roche Molecular Diagnostics, CA, USA,
Cat# n11500694001 or BIO-RAD Clarity Western ECL substrate Cat# 170-5061).
Densitometric analyses were performed using ImagedJ (U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016). Protein relative
expression values were normalized to GAPDH or -Actin. The apparent molecular weight
of proteins was determined by calibrating the blots with pre-stained molecular weight
markers (Bio-Rad Laboratories, Cat# 161-0394).

DNA-RNA isolation and Real Time qPCR

Mitochondrial and genomic DNA were isolated according to Miller (Miller, 2003), whereas
total RNA was extracted with Trizol and retro-transcribed with a SensiFASTtm cDNA
synthesis kit (Bioline Cat# BIO-65054). Mitochondrial DNA content and mRNA expression
levels were determined by Real Time gPCR reactions using a Light Cycler 480 SYBR
Green System (Roche ETC). Cp values were calculated using the ‘second derivative max’
algorithm of the Lightcycler software. Relative mitochondrial DNA content was normalized
to the genomic genes TNF-alfa and Interleukin 2 (IL2), whereas mRNA relative expression
values were normalized to the housekeeping gene TATA box binding protein. Results,
where not specifically expressed, were reported as the ratio between the average of
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values from wild-type control mice and SOD1+* mice, normalized to the average values of
genomic genes or the housekeeping gene. Primers sequences are listed in Table 3.

Treatment and assessment of motor function

In order to evaluate the best effective dose of drug, 110 day old SOD1>* transgenic mice
and their wild-type control littermates (n=6 for each dose) were treated for seven days with
or without Ranolazine (Selleckchem, catalog #S1425) (0 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg, 100
mg/kg) by daily intraperitoneal injection. Motor ability were monitored as described in
Ferraro et al., and in detail elaborated here, using the hanging grid test at days 0, 2, 5 and
7 of treatment; the average value from three trials (recorded from each mouse) was
averaged to determine the final test score (Ferraro et al., 2016). Improvements in
performance was expressed as a percentage of the starting value obtained at day 0, which
was designated as 100%. After seven days of treatment, animals were euthanized by
cervical dislocation and the TA and GNM muscles were rapidly excised for subsequent
analyses.

The selected dose of Ranolazine (50 mg/kg) was then administered to SOD1e
transgenic mice at the onset of the disease (90 days old) and wild-type age-matched
control mice. A control group of SOD1+* transgenic and wild-type age-matched control
mice were treated with physiological solution. Mice were weighed and assessed by the
hanging grid test once per week starting at beginning of treatment. The final weekly
hanging grid score per mouse per week was determined as above. Groups of 120 day
(n=12) and 150 day old mice (n=11/12) were sacrificed for evaluation of mid- and long-
term treatment effects respectively. Survival was determined by noting the day at which
animals achieved full paralysis of hind limbs and were not able to right within 30 s after
being turned on the back. At this stage animals were sacrificed according to guidelines for
preclinical testing (Poppe et al., 2014). In order to minimize sex related differences, we
used male mice for both pilot and long-term treatments.

HPLC analysis of plasma ranolazine concentration

Plasma (100 ul) obtained from treated and untreated mice was added to 200 ul of
acetonitrile, vortexed, and kept on ice for 5 min. The samples were then centrifuged for 10
min at 19000 RCF at room temperature, and the supernatants were subsequently diluted
in solvent A (0,3% H.PO. ) at a 1:1 (v:v) ration. 20 ul of each sample was injected into a
HPLC system (series 200, Perkin EImer) equipped with a Supelcosil LC-318 column (5um
particle size, 25 cmx4.6mm). The isocratic HPLC elution mobile phase was composed of
solvent A and solvent B (35% acetonitrile, 0,3% H,PO.) 10:90 (v:v). The flow rate was 0.8
ml/min and the column was maintained at room temperature. Total run time was 31 min
and the retention time of ranolazine was 15.75 min. The UV/Vis detector was set at a
wavelength of 223 nm.

Data analysis

Data are presented as mean + SEM. Data were analysed using Kaplan-Meier, Student’s t-
test (two group comparison), one-way or two-way ANOVA. Post-hoc analysis was carried
out using Bonferroni or Tukey tests. Statistical analysis was carried out using Graphpad
Prism 5 software.
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TABLE S1. Target genes and oligonucleotide sequences, Related to Figure 2, Figure

5, Figure 6, Figure 8, Figure S2, Figure S5.

Target Forward sequence Reverse sequence
TNF-alpha 5-CTGTGAAGGGAATGGGTGTT-3 3'-CCCAGCATCTTGTGTTTCTG-5
IL2 5TAGGCCACAGAATTGAAAGATCT- | 3-

3 GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC-5
ND3 5-CCCTTACGAGTGCGGCTTC-3' 3-AGTGGCAGGTTAGTTGTTTGTAGG-

5

ND5 5-AGCATTCGGAAGCATCTTTG-3 3-TCGGATGTCTTGTTCGTCTG-5'
COX3 5-CACTAAATCAAGCCCTACTA-3’ 3'-GAAATGGAGAATGATGTTTCA-5
MyHCI 5-TGCAGCAGTTCTTCAACCAC-3 3-TCGAGGCTTCTGGAAGTTGT-5
MyHClla 5-AGTCCCAGGTCAACAAGCTG-3’ 3'-GCATGACCAAAGGTTTCACA-5’
MyHClIx/d 5-AGTCCCAGGTCAACAAGCTG-3’ 3'-CACATTTGGCTCATCTCTTGG-5'
MyHCIIb 5-AGTCCCAGGTCAACAAGCTG-3’ 3-TTTCTCCTGTCACCTCTCAACA-5'
Pgcla 5-GTCAACAGCAAAAGCCACAA-3’ 3-TCTGGGGTCAGAGGAAGAGA-5’
Glut-4 5-GGCATGGGTTTCCAGTATGT-3’ 3'-GCCCCTCAGTCATTCTCATG-5
Nor1 5-TACGCCACGCAGACTTATGG-3’ 3-TGGTCAGCTTGGTGTAGTCG-5
Pdk4 5-AAAGAGGCGGTCAGTAATCC-3 3-TCCTTCCACACCTTCACCACA-5
Sercal 5'-CACCACCAACCAGATGTCAG-3’ 3'-TCAAGACCTCTCCCTCAGGA-5’
Serca2a 5-TCTCCTTGCCTGTGATCCTC-3' 3'-GCACCCGAACACCCTTATATT-5
Serca2b 5-AGTTGAGCCAGCAGACATTG-3’ 3'-CCAGAGAATCATGCAAAAGACA-5

Phospholamban (PIn)

5-CACGTCAGAATCTCCAGAACC-3’

3'-GCTCTTCACAGAAGCATCACA-5’

Myoregulin (MIn)

5-CAACGTTGCTAGGAGAACAC-3’

3-GCTCTTGCCACTCATGTTCA-5’
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Sarcolipin (SIn)

5-TGAGGTCCTTGGTAGCCTGA-3’

3'-CACACCAAGGCTTGTCTTCA-5

AchRa 5-GGCTTTCACTCTCCGCTGAT-3’ 3-TCAGCGGCGTTATTGGACTC-5
AchRe 5-CTCTGCCAGAACCTGGGTG-3 3-GACAGTTCCTCTCCAGTGGC-5
Nav1.5 5-AGATGTCTCCCCCAGTAACCA-3' | 3-CTTGGGGAGCCTGTCTCTC-5’
Hdac4 5-TGTACGACGCCAAAGATGAC-3’ 3-CGGTTCAGAAGCTGTTTTCC-5
Myogenin 5-TCAGACAGGGTCCATCCCAT-3’ 3-GCTGACTGTGAGCATCCACT-5'
MuRF-1 5-GACAGTCGCATTTCAAAGCA-3’ 3-AACGACCTCCAGACATGGAC-5’
Myostatin 5-CTGTAACCTTCCCAGGACCA-3 3-TCTTTTGGGTGCGATAATCC-5’
Myoglobin 5-CTGTTTAAGACTCACCCTGAGAC- | 5-GGTGCAACCATGCTTCTTCA-3’
3
TATA box binding | 5-CCAATGACTCCTATGACCCCTA-3' | 3-CAGCCAAGATTCACGGTAGAT-5'
protein
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D. Publication 3: Ambroxol Hydrochloride Improves Motor Functions and

Extends Survival in a Mouse Model of Familial Amyotrophic Lateral Sclerosis

Contribution personnelle :

Pour cette publication, j'ai participé aux expériences des figures supplémentaires S2 et S4 en apportant
mon aide technique dans le prélevement des tissus. J'ai également pu participer aux discussions finales
sur la version manuscrite du papier.
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a multifactorial and fatal neurodegenerative disease.
Growing evidence connects sphingolipid metabolism to the pathophysiology of ALS. In
particular, levels of ceramides, glucosylceramides, and gangliosides are dysregulated in
the central nervous system and at the neuromuscular junctions of both animal models
and patients. Glucosylceramide is the main precursor of complex glycosphingolipids that
is degraded by lysosomal (GBA1) or non-lysosomal (GBA2) glucocerebrosidase. Here,
we report that GBA2, but not GBA1, activity is markedly increased in the spinal cord, of
SOD168R mice, an animal model of familial ALS, even before disease onset. We therefore
investigated the effects of ambroxol hydrochloride, a known GBA2 inhibitor, in SOD1686R
mice. A presymptomatic administration of ambroxol hydrochloride, in the drinking water,
delayed disease onset, protecting neuromuscular junctions, and the number of functional
spinal motor neurons. When administered at disease onset, ambroxol hydrochloride
delayed motor function decline, protected neuromuscular junctions, and extended overall
survival of the SOD1%%R mice. In addition, ambroxol hydrochloride improved motor
recovery and muscle re-innervation after transient sciatic nerve injury in non-transgenic
mice and promoted axonal elongation in an in vitro model of motor unit. Our study
suggests that ambroxol hydrochloride promotes and protects motor units and improves
axonal plasticity, and that this generic compound is a promising drug candidate for ALS.

Key , GBA2, gl ALS, neur

amide

INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterized by a loss of
cortical motor neurons in the motor cortex and spinal motor neurons located in the brainstem and
in the spinal cord with denervation. Considered to be the most common motor neuron disease in
adults, ALS leads to progressive paralysis, muscle atrophy, fasciculation, and spasticity and affects the
central nervous system and peripheral organs (Schmitt et al., 2014). ALS is associated with sporadic
forms (90%) and familial form (10%). Mutations on genes encoding superoxide dismutase 1 (SOD1),
TAR DNA-binding protein of 43 kDa (TDP-43) and fused in sarcoma (FUS), and repeat expansions
in chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) (Lattante et al.,, 2015) are now documented. It is
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reported that lipid metabolism in ALS patient has a major impact
on the disease severity. A high incidence of dyslipidemia and
hypermetabolism is present in ALS patients (Desport et al., 2001;
Funalot et al., 2009) and hypermetabolism and high low-density
lipoprotein (LDL)/high-density lipoprotein (HDL) ratios or high
body mass index are associated with better prognosis and slower
disease progression (Dupuis et al., 2008; Paganoni et al., 2011;
Jésus el al., 2018). The causes of the metabolic dysfunctions in
ALS remain unknown and could result from central pathologies
combined with peripheral alterations.

Metabolomic studies have now shown that recent human
evolution has marked changes in lipid metabolism in muscle
and brain to support increased metabolic activity (Noakes
and Spedding, 2012; Bozek et al,, 2014). Beyond their role in
energy metabolism, lipids and particularly sphingolipids are
modulators of cellular signaling pathways and participate in the
maintenance and repair of the various components of the motor
axis such as neurons and muscles. Our transcriptomic studies
on muscle biopsies in ALS patients showed a significant increase
in the expression of the UGCG gene (UDP-glucose ceramide
glucosyltransferase), encoding the sphingolipid metabolism
enzyme that synthesizes glucosylceramide (GlcCer) (Henriques
et al,, 2015; Dodge, 2017; Henriques et al., 2017). It has been
shown in ALS that GlcCer and ceramide levels are deregulated
(Cutler et al., 2002; Dodge et al., 2015; Henriques et al., 2015;
Henriques et al., 2018). These data suggest that GlcCer plays a key
role in the pathophysiology of ALS. We performed a lipidomic
analysis of different tissues of SOD1%¥® mice, an animal model of
ALS, and we observed a complete rearrangement of the main lipid
classes, including sphingolipids like GlcCer and ceramides in the
muscles and spinal cords of SOD1%%* mice, before the onset of
the disease. Inhibition of GlcCer synthesis by administration of
a UGCG inhibitor (AMP-DMN) significantly delays functional
recovery after sciatic nerve injury (Henriques et al, 2015;
Henriques et al., 2018). GlcCer is the precursor of gangliosides,
and this hydrolysis is performed by GBA1 and GBA2, two beta-
glucocerebrosidases (GCases).

Our previous results have shown a beneficial effect for
SOD 1R mice after inhibition of GlcCer degradation (Henriques
et al,, 2017). Partial inhibition of GlcCer degradation with a
low dose of conduritol B epoxide (CBE) (10 mg/kg/d) delays
disease onset and improves motor functions in presymptomatic
and in symptomatic SODI®* mice. Pharmacological
inhibition of GCase by CBE preserves motor neuron number
and the neuromuscular junctions (NMJs) in SOD19® mice.
Furthermore, CBE promotes recovery after sciatic nerve injury
in vivo (Henriques et al,, 2017). Conversely, a high dose CBE (100
mg/kg/d) induced neuronal toxicity and can be used to inhibit
the lysosomal GCase to induce a chemical model of Gaucher’s
diseases (Kanfer et al., 1975; Vardi et al., 2016). Indeed, CBE
is an inhibitor of lysosomal GCase (GBA1) and, less potently,
of the non-lysosomal GCase (GBA2) (Ridley et al, 2013).
Moreover, loss-of-function mutations of GBA1 are a major cause
of hereditary Parkinson’s Disease (PD), while the activation of
beta-GCase increases alpha-synuclein clearance and lysosomal
function in dopaminergic neurons (Schapira, 2015; Mazzulli

et al,, 2016; Stojkovska et al., 2018); thus, there may be a risk of
PD with GBAI inhibitors.

GBA2islocalized at the plasma membraneand asa membrane-
associated protein at the Golgi apparatus and at the endoplasmic
reticulum (Woeste and Wachten, 2017). Loss of function of
GBA2 is associated with hereditary spastic paraplegia suggesting
that the regulation of GlcCer at the plasma membrane and/or
at intracellular organelles is important for the maintenance of
motor functions, even if the role of GBA2 in the central nervous
system remains poorly understood.

Our approach was therefore to inhibit the non-lysosomal
GBA2 without inhibiting GBA1. Among the safe molecules able
to cross the blood-brain barrier (BBB), ambroxol hydrochloride
(AMB) has been extensively studied (Albin and Dauer, 2014;
McNeill et al.,, 2014; Ambrosi et al., 2015; Migdalska-Richards
etal., 2016b; Migdalska-Richards et al., 2017; O’Regan et al., 2017).
In our study, we confirmed that AMB inhibited GBA2 activity. We
have then investigated the effects of AMB in vivo, in a transgenic
model of ALS and on non-transgenic mice to determine whether
it could improve the lifespan of SOD1%%* mice and stimulate the
plasticity of the neuromuscular junctions (NMJs).

RESULTS

GBAZ2 Activity Is Increased in Pre-
Symptomatic SOD1%8R Mice

GlcCer is a precursor of complex glycosphingolipids. It is
synthetized from ceramide by the GlcCer synthase and degraded
by GBAl or GBA2, two GCases. We previously reported
that inhibition of GCase activity by a low dose of CBE is
neuroprotective in the SOD1%%* mice (Henriques et al., 2017).
CBE has inhibitory activities on lysosomal and GBA2 activity
(Ridley et al., 2013).

Here, we sought to measure GCase activities at specific pH,
and in presence or absence of detergent, to determine whether
GBA1 (pH = 4.6, with detergent) and GBA2 (pH = 5.8, no
detergent) activities are dysregulated in tissues of SOD1%%® mice
(Witte et al., 2010). At a symptomatic disease stage, characterized
by moderate motor dysfunctions, GBAIl activity was not
significantly altered in SOD19*® when compared to control
non-transgenic mice (Figure 1A). However, GBA2 activity was
strongly increased in the spinal cord of SOD1%%" mice at 105d
(symptomatic) but not in muscle or in liver. This increase in
GBA2 activity was also observed in presymptomatic SOD 486k
mice (Supplementary Figure 1A). The GBA1 activity was not
changed at either time point. GBAL and GBA2 share common
enzymatic activity but differ in structure, thus allowing the use
of specific inhibitors. The effects of AMB on GCase activities
in vitro have been compared to those of CBE. As previously
reported (Ridley et al, 2013), CBE had a strong inhibitory
effect on the GBA1 activity being 10-fold less potent on GBA2
activity (Figure 1B). AMB has been reported to inhibit the GBA2
activity (Maegawa et al., 2009), which was confirmed in a dose-
dependent manner (Figure 1C). Taken together, these results
show that GBA2 activity is increased in SOD1%% mice, already
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at pre-symptomatic disease stage, and that AMB can inhibit its
activity.

Ambroxol Hydrochloride Delays Disease
Onset, Preserve the Integrity of Motor
Units, and Increases Survival of

SOD1¢8R Mice

AMB was administrated to presymptomatic SOD1%%® mice,
to determine whether it could influence disease onset and loss
of motor functions in a preventive manner. Grip strength was
used as an indicator of muscle strength. SOD19%} mice were
treated from 75 days to 95 days of age, and body mass and
muscle strength were evaluated every other day (Figure 2). In
the first cohort of presymptomatic SOD1%%® mice, AMB had no
significant effects on the body mass of treated mice (Figure 2A);
however, it strongly improved the muscle strength of SOD1%5%
mice and significantly delayed of disease onset, defined as a drop
of more than 20% of the mouse maximal strength (Figure 2B).
These results were replicated in a separate cohort of SOD1%6R
mice, using the same experimental conditions (Supplementary
Figure 2). Indeed, an improved muscle strength and a delayed
disease onset were observed after AMB administration in the
second cohort.

At 95 days of age, neurodegeneration of motor neurons is
detected in the lumbar region of the spinal cord of SOD1¢%&
mice (Henriques et al,, 2017). As compared to the WT mice, 40%
of motor neurons (MNs) are lost at this time point. The number
of MNs in the lumbar region of the spinal cord was significantly
higher in SOD1%¢® mice treated with AMB (Figures 2C, D),
suggesting that presymptomatic administration of AMB delays
neurodegeneration. In order to determine whether the spared
MNs have axonal projection to hind limb muscles, fluorogold, a
retrograde tracer, has been injected in gastrocnemius and tibialis
anterior muscles. SOD1%%® mice treated with AMB had more
MNGs-positive for fluorogold (Figures 2E, F).

Muscle strength is dependent on the innervation
status of muscles. The integrity of NMJs was assessed by
immunohistochemistry with the overlapping of post-synaptic
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cluster of nicotinic acetylcholine receptors (nAChR) and the
axonal markers neurofilament and synaptophysin. AMB has
significantly protected muscle innervation in SOD1%#R mice, as
they had almost two times more NM]Js than the vehicle group,
at 95 days of age (Figure 2G, H). These results suggest that
presymptomatic administration of AMB delays disease onset by
improving the integrity of the motor units.

Next, we sought to determine whether a later administration
of AMB, at disease onset, could slow down disease progression
and improve survival of SOD1%%} mice. AMB was administrated
to SOD1%%% mice and wild-type littermates, starting at 95 days
of age. From 95 days of age, motor symptoms progress rapidly
in SOD1%%R mice, and they reach disease end stage around 110
days of age. Body mass, muscle strength, and overall survival
were monitored to follow the progression of ALS symptoms
(Figure 3). After administration of AMB, the decline in body
mass was limited, and SOD1%R mice were heavier, although this
effect was transient (Figure 3A). A clear improvement of muscle
strength was observed, starting from day 101, in SOD1%%} mice
treated with AMB when compared to the SOD1%%R yehicle group
(Figure 3B). Most importantly, survival of SOD1*¢} mice was
significantly increased by 6 days after administration of AMB
(Figure 3C).

Altogether, these results show that AMB delays disease
progression when the treatment is initiated at disease onset.

Ambroxol Hydrochloride Improves Motor
Recovery After Sciatic Nerve Injury in
Non-Transgenic Mice

We have previously demonstrated that partial inhibition of GCase
activity with CBE improves axonal elongation in vitro and in vivo
recoveries after sciatic nerve injury (Henriques et al,, 2017).

‘We hypothesized that AMB could exert similar pro-
regenerative effects. First, we investigated whether AMB could
enhance axonal elongation and the formation of NM]Js, in an in
vitro model of motor units, based on a co-culture of myoblasts
and spinal cord explants (Combes et al., 2015). This in vitro model
allows the maturation of axons and the formation of NMJs, as
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FIGURE 2 | AMB improves motor functions and preserves neuromuscular junction and the functional motor neurons (MNs) in pre-symptomatic SOD 1547 mice.
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observed by muscle contraction triggered by the application
of acetylcholine. The presence of NMJs was confirmed by the
colocalization of the axonal neurofilament and the presence
of post-synaptic nicotinic acetylcholine receptors (Figure 4A,
Supplementary Figure 3).

The neurite network was significantly longer in presence
of the highest dose of AMB (100 pM) (Figure 4B). This effect
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corresponds to a +45% increase when compared to the vehicle
group. Lower doses of AMB did not promote neurite elongation.

AMB was able to significantly increase the number of in vitro
NMJs, determined by the number clusterized nAChRs, in a linear
dose-dependent manner, at doses ranging from 10 to 100 pM.
The effect of AMB was therefore stronger on the formation of
NM]Js than on the elongation of axons, in this model (Figure 4C).
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FIGURE 4 | Inhibition of GlcCer degradation by AMB improves in vivo axonal plasticity and nerve regeneration after sciatic nerve crush study in non-transgenic
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To further evaluate the pro-regenerative effect of AMB
on the motor units, we have subjected non-transgenic mice
to peripheral nerve injury, to follow-up functional recovery,
such as muscle strength and toe spreading, and the number of
functional NM]Js after treatment with AMB. Upon treatment,
mice recovered significantly faster when compared to the control
group. Indeed, on days 9 and 10, muscle strength of the injured
hindlimb was statistically higher after application of AMB
(Figure 4D). In a second and independent cohort, we have
confirmed the beneficial effect of AMB (3 mM) on functional
recovery after sciatic injury. The regenerative effect of AMB was
also observed at a dose of 1 mM in this model (Supplementary
Figure 4). Spontaneous toe spreading is lost after hindlimb muscle
denervation. The recovery of toe spreading is a proxy for early
sign of reinnervation and was monitored every day. AMB caused
a modest but significant effect, as the mice recovered between 1
to 2 days earlier as compared to the control group (Figure 4E).
Most importantly, 10 days after injury, the number of innervated
neuromuscular junctions was 70% greater after application of
AMB, suggesting that AMB promotes the formation of new
NMJs, which may strongly participate in the pro-regenerative
effect of this compound (Figure 4F).

DISCUSSION

Glycosphingolipids and Motor Axis
Dysregulation of GlcCer and other glycosphingolipids (e.g.,
GM1a) was previously reported by us and others in ALS patients
and in animal models (Dodge et al., 2015; Henriques et al., 2015;
Dodge, 2017; Henriques et al., 2017; Henriques et al., 2018).

GlcCer is degraded by GBAL or GBA2 beta-GCases.
Growing evidence suggests a tight connection between GBA2
activity and motor functions, as full loss of function of GBA2
is a cause of hereditary spastic paraplegia type 46 (SPG46)
(Woeste and Wachten, 2017; Woeste et al., 2019). Conversely,
pharmacological inhibition of GBA2 activity has been shown
to improve the motor phenotype (e.g., motor coordination)
of an animal model of Niemann’s Pick disease (Marques et al.,
2015). Moreover, GM1a, a downstream metabolite of GlcCer,
is detected on the cell surface of motor axons and at nerve
endings in NMJs. The presence of anti-GM1 autoantibodies
has been associated with multifocal motor neuropathy and the
acute motor axonal form of Guillain-Barré, suggesting a key
role for glycosphingolipids in the maintenance of motor axons
and possibly NM]Js.

We have shown that inhibition of GCase by CBE causes
a concentration-dependent increase in GlcCer, and in the
downstream glycosphingolipid GM1a, which was associated with
pro-survival and pro-regenerative effects. Treatment with CBE
fully prevented loss of GM1a/CTB staining at NMJs in tibialis
anterior muscle of SODI1%® mice, associated with delayed
loss in grip strength (Henriques et al., 2017). Interestingly, the
inhibition of GlcCer synthase (GCS) accelerates functional
decline. Inhibition of GCS also delays the recovery to spinal
crush in non-transgenic mice. Thus, a coherent picture emerges

in ALS where inhibiting GCase activity and increasing the pool
of glycosphingolipids, presumably at the NM]Js, are beneficial.

Ambroxol Improved Motor Function in
SOD1¢%8R Mice

Our results showed that GBA2 activity is increased in the spinal
cord of SOD1%R mice, even at the presymptomatic disease
stage, which could impair the metabolism of glycosphingolipids
and later contribute to the development of motor dysfunctions.
Here, we propose ambroxol as a drug candidate for ALS.
Ambroxol is known to inhibit of GBA2 activity, mainly
catalyzed by GBA2. By inhibiting GBA2, we aimed to prevent
the hydrolysis of GlcCer located outside the lysosome, mainly
at the plasma membrane, the endoplasmic reticulum, and/or
at the Golgi apparatus (Maegawa et al., 2009; Shanmuganathan
and Britz-McKibbin, 2011). Our study showed that ambroxol
delayed the decline of motor functions and protected motor
neurons from degeneration in a transgenic animal model of
ALS. Most importantly, ambroxol was able to maintain the
functionality of spinal motor neurons in the SOD1%¥® mice.
For these promising pre-clinical effects, ambroxol has recently
been given orphan drug status for ALS by the European Medical
Agency.

Clinical Relevance of Ambroxol for ALS
Ambroxol is marketed as an expectorant and mucolytic for
lung diseases and for sore throat, with local anesthetic effects.
In the CNS, ambroxol is potentially an inhibitor of sodium
(Nav1.8) and calcium channels, with claimed anti-glutamatergic
properties. Evidence suggests that ambroxol has direct anti-
oxidative properties which could translate into beneficial effects
in ALS (reviewed by Weiser, 2008).

In addition to its effects on GBA2, ambroxol is also known
to bind the enzyme GBAL1 in the cytosol and to correct enzyme
folding and to improve its addressing to the acidic environment
of the lysosome where the drug dissociates, thereby increasing
GBAL1 activity. The chaperone effect on ambroxol on GBAI is
combined with a positive modulation of GBA1 expression level
(Magalhaes et al., 2018). It cannot be excluded that ambroxol
could stimulate lysosomal-dependent pathway of protein
clearance in ALS (Boland et al., 2018), as ambroxol reduces the
alpha-synucleinopathy in an in vivo model of PD (Migdalska-
Richards et al., 2016b).

Gaucher’s disease is caused by genetic mutations of GBAI,
resulting in the loss of GBA1 activity (Kanfer et al., 1975; Vardi
et al.,, 2016). In addition, mutations on GBA1 and/or reduced
expression of the protein are an important risk factor of PD
(Barrett et al., 2013).

Recently, high dose of ambroxol was able to decrease
the severity of neurological symptoms of patients with the
neuropathic form of Gaucher’s disease, suggesting that oral
administration of ambroxol successfully target the metabolism
of glycosphingolipids in the central nervous system (Narita et al.,
2016). Two other clinical trials are currently investigating the
effects of ambroxol in PD (NCT02941822; NCT02914366).
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Ambroxol Improved the Plasticity of
Motor Units
‘We have also shown that ambroxol hastened functional recovery
in a non-transgenic animal model of sciatic nerve injury. Given
the modest effect on the kinetic of recovery, the effects of ambroxol
are most likely due to an increased ability to rebuilt NM]Js. Indeed,
in presence of ambroxol, the percentage of re-innervated NM]Js
was twice higher than that in the vehicle group. Moreover, the in
vitro co-culture model of motor units provided similar results as
ambroxol strongly increased the formation of NMJs but modestly
promoted axonal elongation. It indicates that ambroxol was able
to stimulate the formation of NMJs. This effect could explain the
beneficial outcomes in the SOD19%% mice through motor axonal
sprouting and muscle re-innervation.

Altogether, our results further connected the glycosphingolipid
metabolism to the pathophysiology of ALS and indicated that
inhibition of GBA2 may be a novel target for ALS.

METHODS

Animal Care and Maintenance
FVB/N non-transgenic female mice derived from Charles River
were used to perform nerve sciatic injury experiment.

For others’ experiments, FVB/N female mice, overexpressing
the SOD15K (Ripps et al., 1995), were generated and maintained
in our animal facility at 23°C with 12-h light/dark cycle. They
had water and regular A04 rodent chow ad libitum. AMB (3 mM,
Sigma-Aldrich) was given by drinking water for mice treated,
and vehicle mice was treated with animal facility water. For the
presymptomatic stage study, the treatment started at 75 days of
age and stopped at 95 days of age. For the symptomatic stage
study (survival experiment), the treatment started to 95 days
of age and stopped when mice were euthanized. Mice showing
strong motor dysfunction at 93 days of age were not included
in the symptomatic cohort. Mice were euthanized when animals
were paralyzed and unable to roll over within 5 s after being
pushed on their back. For euthanasia, mice were intracardially
perfused with PBS 1X at 4°C after intraperitoneal injection with
Dolethal (120 mg/kg).

Motor Assessment

Body mass was analyzed on a daily basis. Muscle strength (mean
of three tests, grip test, Bioseb, Chaville, France) and the inverted
grid test to assess the motor performance and coordination
of mice were analyzed every 2 days. Onset of muscle strength
loss was defined as a drop of more than 10% of the mouse
maximal strength.

Sciatic Nerve Injury

Peripheral nerve injury was performed in order to induce muscle
denervation and axonal regeneration. Wild-type mice were
anesthetized with ketamine chlorohydrate (100 mg/kg) and xylazine
(5 mg/kg). The scialic nerve was exposed at mid-thigh level and
lesioned with fine forceps for 30 s. The skin incision was sutured,

and mice were allowed to recover. The hind limb, contralateral to
the lesion, served as control. Mice were treated with AMB (3 mM)
for 13 days, starting the day before surgery. Mice were followed on
a daily basis. Mice were sacrificed by intraperitoneal injection with
Doléthal (120 mg/kg) and intracardially perfused with PBS at 4°C.

Retrograde Labeling

Mice were treated with AMB (3 mM in drinking water) or with
the vehicle solution (regular drinking water) from 75d of age at
95d of age. Mice were anesthetized at 94 days of age with ketamine
chlorohydrate (100 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg), and their hind
limb muscles were injected with fluorogold (hydroxystilbamidine
bis[methanesulfonate], Sigma-Aldrich; 10 mg/ml in PBS, 10%
DMSO) FG with Hamilton seringue (26 gauge, 10 pl), and tissues
were collected 24 h after injection.

Motor Neurons Counting

Tissues were fixed paraformaldehyde 4% and stored in PBS at 4°C
until further use. Lumbar segments I.1-L3 fixed in paraformaldehyde
4% were used for studying the number of motor neurons innervating
hind limb muscle. After cryoprotection in 30% sucrose, coronal
sections 16 pm thick from L1-L3 spinal segment were realized with
a cryostat and were either stained with an anti-choline acetylcholine
transferase (1/100, Millipore, France) and an alexa594-conjugated
goat (1/200, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) antibodies,
either mount on slides for Fluorogold counting. All neurons located
in the ventral horn, which were >400 pm? in size and ChAT-positive,
were considered as alpha motor neurons. 10 sections of spinal cord
were counted, and cell area of motor neurons was measured with
ApoTome 2 (Zeiss) microscope.

Neuromuscular Junction Labeling

Tissues were fixed paraformaldehyde 4% and stored in PBS at 4°C
until further use. Under a binocular microscope, tibialis anterior
muscle fibers were prepared into thin bundles. Neuromuscular
junction morphology was studied by labeling of the acetylcholine
receptors with rhodamine-conjugated a-bungarotoxin (1/400,
Sigma-Aldrich), and labeling of nerve terminals was performed
with a rabbit polyclonal anti-synaptophysin antibody diluted 1/50
(Abcam, Cambridge, UK), and anti-neurofilament diluted 1/50.
For immunofluorescence of terminal nerve, Alexa-conjugated
goat anti-rabbit IgG diluted 1/500 (Jackson TmmunoResearch,
Suffolk, UK) was used. Muscle bundles were mounted into slides,
prior to fluorescence microscopy (ApoTome 2, Zeiss). NMJs were
considered as denervated when the presynaptic nerve terminal
was absent from the postsynaptic region.

Beta-Glucosidase Activity

Tissues were snap frozen in liquid nitrogen and stored at —-80°C
until further use. Frozen tissues were lysed with a TissuLyser
(Qiagen, CA) and suspended in phosphate potassium (pH?7)
buffer extraction. After centrifugation (12,000 rpm for 15 min at
4°C), the supernatants were transferred to new tubes and stored at
-80°C. The bicinchoninic acid assay (BCA) method, a colorimetric
assay method, was used to measured protein level with a BCA
range (Interchim). A GBA buffer was used and adapted according
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to the enzymatic activity desired (Mcllvaine buffer, 150 mM).
For GBAI, enzymatic reaction was carried out with the GBA
buffer pH4.6 and adding 0.1% triton and 0.1% BSA. For GBA2,
enzymatic reaction was carried out with the GBA buffer pH5.8 and
adding 0.1% BSA. After inhibitor addition and fluorescent agent
4-methylumbelliferone addition (4-MU, Sigma-Aldrich), samples
were incubated 2 h at 37°C. For reading results, excitation was
carried out at 360-nm excitation, and absorbance was measured at
445 nm emission (IriStar LB 941, Berthold Technologies).

Co-Culture of Spinal Cord Explants

and Myoblasts

The rat spinal cord-human muscle co-culture was performed as
described previously (Combes et al,, 2015). Human myoblast was
grown on 96-well plate in a mix of MEM and M199 medium,
supplemented with glutamine 2 mM, insulin, epidermal growth
factor, basic fibroblast growth factor, fetal bovine serum 10%, and
penicillin/streptomycin. Spinal cord explants with dorsal roots
of 13-day-old Wistar rat embryos (Janvier, Le Genest-St-Isle,
France) were dissected and grown on the muscle monolayer. The
co-cultures were maintained in a mix medium (MEM/M199), with
5% fetal calf serum, insulin, glutamine, and penicillin streptomycin.
Ambroxol treatment was initiated when the spinal cord explants
were added to the muscle monolayer and lasted 27 days. The
treatment was renewed every other day during medium change. A
total of 10 wells per conditions have been initiated. In vitro NMJs
and neurite network were identified by immunostaining with
alpha-bungarotoxin coupled with Alexa 488 and with a primary
antibody against neurofilament 200 kD from mouse revealed with
an anti-mouse Alexa 568. Sixty pictures have been automatically
taken using same acquisition parameter with ImageXpress
(Molecular Device) at 10x magnification and were analyzed with
MetaXpress (Molecular Device). After segmentation of the pictures
(Supplementary Figure 3), the total length of the neurite network
and the total area of clustered nAChR were measured.

Statistical Analysis

Data are expressed as the mean + SEM and were analyzed with
GraphPad Prism version 6.0 software. Student’s ¢ test was used
to compare two groups, and ANOVA followed by Fisher’s LSD
test was applied to compare more than two groups. Grip strength
curves were analyzed with two-way ANOVA, and survival curves
were analyzed with log-rank test. Differences with p-values of
<0.05 were considered significant.
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common motor neuron disease in adults. While it is primarily
characterized by the death of upper and lower motor neurons, there is a significant metabolic component
involved in the progression of the disease. Two-thirds of ALS patients have metabolic alterations that are
associated with the severity of symptoms. In ALS, as in other neurodegenerative diseases, the metabolism of
glycosphingolipids, a class of complex lipids, is strongly dysregulated. We therefore assume that this pathway

constitutes an interesting avenue for therapeutic approaches. We have shown that the glucosylceramide
degrading enzyme, glucocerebrosidase (GBA) 2 is abnormally increased in the spinal cord of the SOD1%%¢% mouse
model of ALS. Ambroxol, a chaperone molecule that inhibits GBA2, has been shown to have beneficial effects by
slowing the development of the disease in SOD1%®°R mice. Currently used in clinical trials for Parkinson’s and
Gaucher disease, ambroxol could be considered as a promising therapeutic treatment for ALS.

1. Sphingolipids in Amyotrophic Lateral Sclerosis

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is the most common motor
neuron disease in adults, affecting approximately 30,000 people
worldwide (Petrov et al., 2017). It is characterized by the selective death
of cortical motor neurons and bulbar and spinal motor neurons, causing
progressive paralysis and the death within 2-5 years after diagnosis (van
Es et al., 2017). To date, no curative treatment is available and symp-
tomatic treatments have limited effectiveness. Two drugs are currently
indicated for the treatment of ALS, Rilutek® and Edaravone. These
molecules increase the life expectancy of patients by a few months (Abe
et al,, 2017; Dorst et al., 2018).

Historically, ALS has been classified as a strict motor neuron disease.
However, in recent years, several studies have demonstrated the
contribution of metabolic alterations in the development of pathology in
ALS patients. Indeed, a high incidence of dyslipidemia and

hypermetabolism have been identified in ALS patients (Desport et al.,
2001; Dupuis et al., 2011; Pradat et al., 2010). These metabolic pre-
sentations are clinically associated with the severity of symptoms (Jésus
etal., 2018; Steyn et al., 2018). Therefore, ALS is no longer considered as
just a motor neuron disease, but rather, a systemic disease. The identi-
fication of characteristic markers allowing for early diagnosis is there-
fore essential in ALS. Metabolomic studies have focused on the
metabolism of sphingolipids. Sphingolipids are complex lipids, involved
in several vital functions of neuronal cells, including their maturation,
the formation of myelin sheaths or even the transmission of neuronal
signals (Olsen and Faergeman, 2017).

In 2002, a seminal study reported that an accumulation of sphin-
golipids triggers the death of motor neurons in a transgenic mouse
model of ALS, as well as in ALS patients (Cutler et al., 2002). This study
led the scientific community to focus on possible metabolic signatures in
ALS patients. In 2015, Dodge and collaborators showed abnormal levels
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of glycosphingolipids in the spinal cord of patients with ALS and in the
SOD1%%3A mouse model of ALS (Dodge et al., 2015). In line with this,
combined lipidomic and transcriptomic studies have demonstrated that
there is an alteration in the levels of sphingolipids in the spinal cord of
the SOD1%%% mouse model of ALS (Henriques et al., 2018, 2015). These
data suggest that lipid screening of the cerebrospinal fluid of ALS pa-
tients could serve as a means to identify characteristic signatures of the
disease, with the view to provide information on its evolution (Blasco
et al., 2017). Of interest, the disturbances in lipid metabolism appear to
more specifically involve the degradation pathways of glucosylceramide
(GlcCer), which are also involved in the pathophysiology of other dis-
eases such as Parkinson’s and Gaucher disease (Mullin et al., 2019). As
such, deregulation of GlcCer could play a key role in the pathophysi-
ology of ALS, and therefore represent a therapeutic target.

Henriques et al. (2017) showed an improvement in functional re-
covery in a model of nerve compression and delayed disease onset in
SOD1686R mice, after the administration of Conduritol B Epoxide (CBE),
an irreversible inhibitor of the GBAl and GBA2, two
beta-glucocerebrosidase enzymes (GCases). These data suggest that
GlcCer strongly contributes to the stability of the motor unit. However,
the use of CBE should be avoided because of its long-term toxicity. Thus,
to study the contribution of GlcCer disturbances to the neurodegenera-
tive process in ALS, we used pharmacological approaches to regulate the
levels of GlcCer by targeting its degradation via GBA1 and GBA2.

2. Ambroxol: a promising drug candidate for therapeutic
repositioning

Ambroxol is a generic expectorant and mucolytic drug used in the
treatment of respiratory tract diseases (cough, bronchitis, etc.).
Ambroxol is one of the synthetic derivatives of vasicine, the active
substance in the plant Adhatoda Vasica, a plant used for respiratory
indications in ancient India (Malerba and Ragnoli, 2008). Ambroxol is
approved for use in 74 countries for the treatment of respiratory dis-
eases, and in particular, for its fluidizing properties of bronchial secre-
tions. Its favorable safety profile, even at high doses, and the low risk of
side effects allow for ambroxol to be sold over the counter in most of the
European Union. Its safety and tolerance have made it possible to
determine the various properties of ambroxol.

Ambroxol limits the production of inflammatory cytokines (Jang
et al., 2003; Ottonello et al., 2003), protects against oxidative stress by
degrading free radicals which are toxic to cells (Felix et al., 1996; Lee
et al.,, 2002), and has anesthetic properties for the treatment of sore
throats (Schutz et al., 2002). The anesthetic and analgesic effects of
ambroxol are explained by its action on the voltage-gated sodium
channels, and more specifically on the Nav1.8 and Navl.2 channels
(Gaida et al., 2005; Weiser and Wilson, 2002). In addition, ambroxol is
also described as being capable of modulating GCase activity (Shan-
muganathan and Britz-McKibbin, 2011). Thus, due to the activity of
ambroxol on GCase, its possible neuroprotective effects in neurode-
generative or lysosomal overload diseases deserve to be studied.

To counteract an enzymatic defect found in incurable diseases, it is
possible to implement Pharmacological Chaperone Therapy. This inno-
vative approach uses small molecules capable of entering cells and
improving or restoring the activity of a failed enzyme. Limiting lyso-
somal overload or the formation of toxic aggregates responsible for the
death of neurons are favorable arguments for using this therapy (Ara-
kawa et al., 2006; Brooks, 2007; Fan, 2003; Parenti et al., 2015).
Ambroxol crosses the blood-brain barrier, with a volume of distribution
of 7 L/kg; this ensures widespread tissue distribution (Narita et al.,
2016; Yang et al., 2015), thereby allowing for it to be considered in this
new therapeutic strategy with the aim of modifying GlcCer and cer-
amide levels in the central nervous system.

Parkinson’s and Gaucher diseases are two pathologies in which a
toxic accumulation of lysosomal GlcCer is observed in the nervous sys-
tem (Table 1). This accumulation occurs due to a deficiency in GBA
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enzyme activity, which may be due to the multiple mutations described
for GBA1 (Migdalska-Richards et al., 2016). Thus, chaperone molecules
such as isofagomine, which may bind to the mutant enzyme, were
developed to facilitate transport to lysosomes and to restore activity in
the acidic environment (Licberman et al., 2009). The goal of current
burgeoning therapeutic strategies is to use ambroxol as a chaperone
molecule to restore the enzymatic activity of GBA1 by improving its
presentation to the lysosome (Maegawa et al., 2009). This approach has
demonstrated benefits in Gaucher disease: ambroxol has been shown to
increase the enzymatic activity of GBA1, reduce the myoclonus observed
in affected patients, and improve their motor functions (Narita et al.,
2016). Ambroxol was recently approved to progress to a phase 2 clinical
trial in patients with Parkinson’s disease. This trial, once again, high-
lights the safety of the molecule, even at high doses, and confirms that
ambroxol has potential for targeting the sphingolipid pathway, and in
particular the activity of GCases in the nervous system (Mullin et al.,
2020).

In addition to its chaperone activity on GBA1, ambroxol has the
capacity to inhibit the enzymatic activity of a closely related enzyme:
GBA2, which is located at the endoplasmic reticulum and the plasma
membrane. In the SOD1%8® mouse model of ALS, we have detected an
abnormal increase in the GBA2 enzyme activity in the spinal cord
(Bouscary et al., 2019). To offset this increase, we used ambroxol to
inhibit GBA2 activity in SOD1%®°R mice. We have shown that ambroxol
slows the time to onset of the first motor symptoms of the disease, and
significantly extends the lifespan of transgenic mice. In this model of
ALS, ambroxol limits the destruction of the integrity of neuromuscular
junctions (NMJs) and also prevents muscular denervation. In addition,
we have shown that ambroxol stimulates axonal plasticity and motor

Table 1
Summary of major clinical studies using ambroxol in given neurodegenerative
diseases.

Pathology Impairment Patients/  Effects of AMB  References
mice
Gaucher Accumulation of Patients Sale; effective; Zimran et al.
disease GleCer due to a no side effects (2013)
deficit in GBA1 Patients Improves Narita et al
activity motor and (2016)
neurologic
function;
increases
GBA1 activity
Parkinson’s Accumulation of  Patients Reduces alpha-  Mullin et al
discase a-synuclein due synuclein (2020)
to deficit in levels
GBA1 activity
Amyotrophic Dysregulation of ~ Patients N/A (Dodge
Lateral sphingolipid ct al., 2015;
Sclerosis metabolism in Henriques
spinal cord and etal, 2017,
CsF 2015)
Dysregulation of ~ Mice Slows theonset ~ Bouscary
sphingolipid of motor et al. (2019)
metabolism in symptoms;
spinal cord improves
motor
functions;
extends
survival;
promotes

axonal growth
and neuritic
network

This table lists some clinical trials carried out in patients with Gaucher or Par-
kinson’s discase and pre-clinical investigations in ALS. The pathophysiological
damages of the metabolism of sphingolipids are presented. The effects of
ambroxol are shown. Currently, there is no clinical trial assessing the therapeutic
benefit of ambroxol in patients with ALS.

AMB: Ambroxol; GBAI: Glucocerebrosidase; CSF: Cerebrospinal fluid; ALS:
Amyotrophic Lateral Sclerosis.
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recovery in a model of nerve compression. In support of these in vivo
results, we have also shown that ambroxol promotes the elongation of
the neurite network and the formation of NMJs in an in vitro model of
motor units (Bouscary et al., 2019). Thus, in ALS, we hypothesize that
ambroxol can interact indirectly, via gangliosides, with neurotrophic
receptors responsible for the growth and survival of neurons. Indeed,
studies suggest that certain sphingolipids such as GM1 gangliosides, (an
oligosugar GlcCer derivative), have a high affinity for neurotrophin re-
ceptors (Ledeen and Wu, 2018) by interacting with Tropomyosin re-
ceptor kinase A (TrkA) (Chiricozzi et al., 2019). TrkA is also known as
neurotrophic kinase receptor A which is a kinase that binds nerve
growth factor and triggers a signalling pathway that leads to cell dif-
ferentiation (Deinhardt and Chao, 2014). The interaction between GM1
and TrkA improves neuronal migration, dendritic arborisation, and
axonal growth (Di Biase et al., 2020).

Interestingly patients producing IgM antibodies to GM1 develop
multifocal motor neuropathy, an immunological disease resembling ALS
(Harschnitz et al., 2014). We have shown that GM1, as labelled by
cholera toxin, is lost at the NMJ of SOD1%%¢F mice at very early stage of
the disease (Henriques et al., 2017). It is therefore possible that the
beneficial effects of ambroxol observed in neurodegenerative diseases
could be explained by its ability to modify gangliosides critical to neu-
rotrophic/neuroprotective processes.

Overall, our work to date has highlighted the previously unknown
neuroprotective properties of ambroxol in a mouse model of ALS.
Combined with data from the literature, these promising results make it
possible to consider drug repositioning of ambroxol for the treatment of
ALS. Ambroxol has obtained orphan drug designation for ALS from the
European Medicines Agency. Thus, the rapid establishment of the clin-
ical trials in the field of ALS could be facilitated by the availability of
ambroxol, although the key question of human posology must be
addressed.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Sphingolipids are complex lipids. They play a structural role in neurons, but are also involved in regulating
cellular communication, and neuronal differentiation and maturation. There is increasing evidence to suggest
that dysregulated metabolism of sphingolipids is linked to neurodegenerative processes in amyotrophic lateral
sclerosis (ALS), Parkinson’s disease and Gaucher’s disease. In this review, we provide an overview of the role of
sphingolipids in the development and maintenance of the nervous system. We describe the implications of
altered metabolism of sphingolipids in the pathophysiology of certain neurodegenerative diseases, with a pri-

mary focus on ALS. Finally, we provide an update of potential treatments that could be used to target the
metabolism of sphingolipids in neurodegenerative diseases.

1. Introduction

Lipids represent around 60% of the constituents of nervous tissue and
are essential in the propagation of electrical and chemical signals [1].
The sphingolipids represent almost 20% of the lipids of the nervous
system [2]. They belong to a major class of complex lipids that are
involved in various physiological and developmental processes, thus
ensuring the proper functioning of the nervous system. In this review,
we describe the generalities of sphingolipids and their physiological
roles in the nervous system, as well as the importance of sphingolipids in
neurodegenerative diseases. Finally, we discuss therapeutic approaches
associated with sphingolipids in animal models and clinical trials.

2. Biosynthesis of sphingolipids in the nervous system

The biosynthesis of sphingolipids begins at the cytosolic layer of the
endoplasmic reticulum (ER) and progresses through several subcellular
structures. The general structure of sphingolipids is defined by a sphingo-
sine skeleton. Ceramide is the simplest sphingolipid. Made up of a sphin-
gosine molecule and one fatty acid, it is the key precursor for the synthesis of
many sphingolipids. Ceramide is obtained by the transformation of sphin-
ganine into dihydroceramide by the ceramide synthase enzymes, which
represent a large family of ER enzymes. Dihydroceramide is subsequently
converted to ceramide by ceramidase [3]. During synthesis, the subclass of
sphingolipids is determined through the addition of different chemical

Abbreviations: ALS, amyotrophic lateral sclerosis; ER, endoplasmic reticulum; UGT8, galactosyltransferase; FAPP2, four-phosphate adaptator protein 2; SM,
sphingomyelin; CNS, central nervous system; UGCG, UDP-glucose ceramide glycosyltransferase; MAGs, myelin-associated glycoproteins; SMase, sphingomyelinase;
Trk, Tropomyosin receptor kinase; AD, Alzheimer’s disease; PD, Parkinson's disease; GBA, p-Glucocerebrosidase; S1P, sphingosine-1-phosphate; BBB, blood-brain

barrier.
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groups (radical group "R") to the ceramide (Fig. 1). Among these subclasses
are the glycosphingolipids which are characterized by the addition of one or
more monosaccharides. Once formed in the ER, ceramide can be directly
transformed into galactosylceramide through the addition of one galactose
by the enzyme ceramide galactosyltransferase (UGT8), or transported to the
Golgi apparatus to give rise to several glycosphingolipids and gangliosides
(Fig. 2). For example, when ceramide is transported to the Cis-Golgi
network, the addition of glucose leads to the formation of glucosylcer-
amide. At this stage, glucosylceramide is transported to the trans-Golgi
apparatus via two mechanisms: through vesicular transport or through
the transport protein four-phosphate adaptator protein 2 (FAPP2) [4,5]. At
the trans-Golgi network, glucosylceramide is transformed into different
glycosphingolipids (e.g. lactosylceramide, gangliosides, etc.). Using the
ceramide transferase protein, ceramide can be transported directly to the
trans-Golgi network, where the addition of a phosphocholine produces
sphingomyelin. At the trans-Golgi network, several glycosphingolipids are
formed. These glycosphingolipids are transported to the plasma membrane
where they are integrated into lipid rafts. Finally, the addition of glucose
and galactose to the ceramide allows for the formation of lactosylceramide.
Addition of sialic acid to lactosylceramide leads to the production of the first
ganglioside, GM3. Various derivatives can then be generated through the
addition of N-acetylgalactosamine and galactose, which gives rise to GM2,
GM1, and so on (Fig. 1).

The degradation of glycosphingolipids occurs in the endosomes and
lysosomes. Endosomal glycosphingolipids are recycled to subcellular
compartments (ER and Golgi apparatus) while the glycosphingolipids
that are redirected to the lysosomes are hydrolyzed to ceramide and then
to sphingosine.

3. Sphingolipids have major roles in the nervous system
Several studies show that sphingolipids are widely distributed across

the central nervous system (CNS). The CNS is mainly composed of gly-
cosphingolipids and gangliosides [6,7]. Gangliosides are mainly located

J
°
>>> reaction ﬁ GleCer || GSLs

? GalCer

<= Ceramide ﬁ SM
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in neurons, whereas galactosylceramide is mainly localized in the oli-
godendrocytes [8]. The distribution of sphingolipids in the CNS high-
lights their importance in the formation of different cell types, and in
neurodevelopment.

3.1. Sphingolipids: driving the maturation of the nervous system

The gangliosides are the major class of sphingolipids that are found
at high concentrations in the CNS. As such, they are indispensable for the
development of the nervous system, axonal growth, and neuronal dif-
ferentiation [9,10]. During embryonic development, ganglioside levels
vary depending on the stage of maturation (Fig. 3). During the early
stages of development, GM3 and GD3 are synthesized in large quantities
during the formation of the neural tube, and they also participate in the
proliferation and differentiation of neural stem cells [7,10,11]. Next,
several derivatives of GM3 (like GD1a, GM1, GD1b and GT1b) partici-
pate in neuronal differentiation, synaptogenesis, and myelination until
adulthood [12]. Sphingomyelin, galactosylceramide and sulfatide also
participate in axonal arborization during development. Not surprisingly,
an absence of GD3 synthase drastically delays axonal growth and mye-
lination in mice [13]. By contrast, administration of GD3 improves the
regeneration process after sciatic nerve injury in GD3 synthase knockout
(KO) mice [14]. This age- and development-dependent expression of
gangliosides highlights their crucial role in neurogenesis.

3.2. Implication of glycosphingolipids in neuronal differentiation and
axonal growth

The other actors involved in the development of the nervous system
are the glycosphingolipids. As gangliosides, glycosphingolipids are
involved in establishing neuronal proliferation and maturation, as well
as axonal growth [7,15,16]. In addition, many glycosphingolipid en-
zymes such as the synthetic enzymes of ceramide and glucosylceramide,
ceramide synthase and the UDP-glucose ceramide glycosyltransferase

Fig. 1. Synthesis, degradation, and recycling of sphingo-
lipids. The ceramide synthesized in the endoplasmic retic-
ulum (ER) can be transformed into different metabolites.
(1) Ceramide (Cer) is transformed to galactosylceramide
(GalCer) in the ER. (2) Cer is transported from the ER to the
trans-Golgi apparatus by the ceramide transfer protein
(CERT) (3) where it is transformed into sphingomyelin
(SM). (4) Ceramide can also be transported from the ER to
the cis-Golgi network to be transformed into glucosylcer-
amide (GlcCer). (5) GleCer can be transported to the trans-
Golgi apparatus through vesicular transport. At the trans-
Golgi network, GlcCer is transformed into different glyco-
sphingolipids (GSLs). (6) Four-phosphate adaptator protein
2 (FFAP2) can transport GleCer back to the ER where it can
be degraded to Cer by GBA2. (7) GlcCer is transported to
the membrane by the glycolipid transfer protein (GLTP)
where it can integrate into lipid rafts. (8) GSLs are trans-
ported to the plasma membrane through vesicular trans-
port, (9) where they can integrate into lipid rafts. (10) GSLs
are recycled at the endosome (11) to the ER or Golgi
apparatus (12) or degraded by lysosomal pathway. (13)
Degradation of GlcCer at the lysosome level occurs by
GBAL1 (inspired by [6]).
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Sphlngohplds Fig. 2. Schematic representation of sphingolipid meta-
bolism. Sphingolipids are characterized by the addition of a
pl 1-P Sphing Gl \VC\—)\P]] ineoli p ids radical group to determine the subclass of sphingolipids; in
mP , ] > > this diagram the different classes of ceramide/dihydrocer-
SPPAS/J}II- P Gangliosides amide are not shown (e.g. hydrogen atom for ceramide is
| oM b= not shown). Sphingomyelin degradation by sphingomyeli-
[ SMase = UGCG BIGLNTS g synthase | g A nase (SMase) generates ceramide (Cer). From the Cer,
2 i L J— ad = = A . z A L 20) - < A { 2®) sphingosine and galactosylceramide (GalCer) are then
; R e ., GBAl/ . BcAL Sialidase synthesized by acid ceramidase (ASAH1) and ceramide
Sehingomysiin Ce".mude a2 (OkCer BacCer @B galactosyltransferase (GALC) respectively. Glucosylcer-
UGTSa| GALC HEX‘ B4GALNT] amide (GleCer) is a glycosphingolipid which is obtained
.; ¥ from Cer by glucocerebrosidase (GBA1/GBA2). The addi-
% O - % tion of galactose to GlcCer by galactosyltransferase
=T i A o< (B4GLNTS6) leads to the‘ generz!tiz?n of lactosylceramide
M2 (LacCer). Then, the addluo-n ?f sialic am‘d 1? LacCer foAst
™ GM3, a precursor of gangliosides. Ganglioside synthesis is
h R Sphingolipid -G LN BIGALNTY continued through the successive addition of N-acetylga-
i lactosamine (GalNac) and galactose residues by GalNac
A Faityacid ® Phosphocholine A transferase 1 (GM2 synthase/ BAGLNT1 and B3GALNT4)
O Galactose & Sialic acid [ SGRON@) respectively for GM2 and GM1.
& GalNac B Sphingosine 3
® B GM1
Glucose R Radical group
2009, it was also shown that inhibition of UGCG with a shRNA led to a
decrease in the expression of glycosphingolipids in mouse embryonic
GM3 Development stem cells [20]. In sum, sphingolipids and the degradation of gluco-
Formation of GD3 sylceramide into ceramide is crucial for the development of the nervous
neural tube M system.
Neural stem cell ; 5
s % GD1b GM1 3.3. Location and function in cell membranes of the nervous system
proliferation
GTlb GDla
Cell membranes are composed of micro-domains, called lipid rafts,
which are supplemented with phospholipids, cholesterol and sphingo-
Neural differentiation v lipids. These lipid rafts play a structural role in cells but are also critical
for signal transduction. Cholesterol is critical for the formation and
----- Gaicer maintenance of lipid rafts where they play a structural and anchoring
Synapse formation sm role for membrane proteins involved in endocytosis, signal transduction,
and dendritic / axonal sulfatide cell adhesion and rearrangement of the cytoskeleton [21-24]. Sphin-
arborization golipids are an integral part of cell membranes where they act as mod-
""" ulators of signaling pathways. Ceramides, by their degree of saturation
_ or chain length, can induce membrane gel domains, with far-reaching
Myelination effects on signal transduction [25,26].
Several studies also suggest that lipid rafts, including sphingolipids,
"""""""""" are directly responsible for the spatial organization of signaling mole-
Adulthood cules. The'se rafts group G proteins and neurotmnsmit@r re.ce‘ptors to
promote signal transmission [21]. Indeed, several sphingolipids (e.g.
v SM, GM]1, etc.) interact with G protein coupled receptors [27-29].
Moreover, the glycosylated region of gangliosides, such as GM1, are
Fig. 3. Expression of gangliosides in the nervous system during development. positioned in the extracellular environment in a way that allows inter-
Ganglioside composition changes during development. The gangliosides GD3 action with BDNF and NGF receptors [30-32]. Of note, GM1 is also
and GM3 are produced during the formation of the neural tube, and during found in the nuclear envelope of cells, where it regulates gene expres-
neural stem cell proliferation. During neuron'al fiifferentiation, the expression _"f sion through its association with a sodium-calcium exchanger as during
GD3 and GM3 decreases. In parallel, gangliosides necessary for neuronal dif- 28 S K : :
ferentiation, such as GDla, GM1, GD1b and GT1b, are synthesized. In adult- neuronal development; |‘)3.73,5 J-To en.s.ure L mtegnty af t}ssue n:the
hood, the levels of GD1a ar:d GMi decrease while tl"lE levels of GD1b and GT1b nervous system, the gangliosides stabilize the myelin-associated glyco-
continue to increase. Galactosylceramide (GalCer), sphingomyelin (SM) and proteins (MAGs), thereby allowing strong architecture between the axon
sulfatide are synthesized during synaptogenesis. Their synthesis is maintained and the myelin sheath [7,36,37]. In 2005, Yamashita and collaborators
until adulthood (inspired by [8,111). reported disruptions in axon-myelin interactions in mice lacking GM3
and GM2 synthases, two enzymes that synthesize gangliosides [38].
(UGCG), have been shown to be essential for axonal and dendritic Finally, sphingolipids are involved in cellular communication through
growth. In this regard, inhibition of ceramide synthase activity in mu- the vesicles of endosomes and exosomes. Indeed, sphingomyelinase
rine neurons in vitro leads to a considerable decrease in levels of gly- (SMase) for .exa.mple, pa-rticipAates .in th.e -formatiur} and Secretifm of
cosphingolipid, thereby impairing neuronal growth [17,18]. Similarly, exosome vesicles, and sphingosine kmafe is lnv?lved in the regula.tlon c?f
deletion of UGCG in the neural cells of mice causes axonal degeneration ~ endosomes [28]. All these data underline the importance of sphingoli-
and demyelination of peripheral nerves, leading to the death [19]. In pids in _Cel! integrity but also in the establishment of cellular
communication.
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3.4. GM1 and neurotrophic factors

It is widely accepted that GM1 interacts with neurotrophins, which
themselves are essential for the growth and survival of neurons. GM1 is
anchored to the cell membrane via its ceramide group, and 5 sugars
(radical R) are exposed to the extracellular environment. The extracel-
lular portion of GM1 can interact with growth factor receptors. Pio-
neering studies demonstrated that GM1 promoted the neurite growth in
murine neuroblastomas [39-41]. Subsequently, a direct interaction
between GM1 and the TrkA receptor, as well as the ability of GM1 to
increase the activation of TrkA induced by NGF, was shown [30,42]. In
the early 2000s, the enhanced effect of NGF on GM1-potentiated TrkA
receptor activity was demonstrated in vivo in rats [32]. More recently, it
has been proposed that this effect is due to the binding of NGF to the
TrkA receptor, and activation of the Ras/Raf/MEK/Erk pathway [7].
Interestingly, cells deficient in GM1 do not express the TrkA receptor
[43]. In line with these data, it has been shown that endogenous GM1
directly modulates the activity of the TrkA and TrkB receptors, as well as
their associated signaling cascades [31,44,45]. GM1 also activates the
various Trk receptors (A, B and C) by phosphorylation [32] and par-
ticipates in the autophosphorylation of TrkC [46]. Critically, a 2002
study by Bachis and colleagues noted that GM1 appeared to prevent
glutamate-related excitotoxicity by mimicking the action of BDNF on
TrkB [47]. Collectively, these studies consolidate the close link between
GM1 and Trk receptors in neuronal survival.

4. Sphingolipids in neurodegenerative diseases

Currently, more than 30 million people are affected by neurode-
generative diseases. Alzheimer’s disease (AD) is the most common of
these diseases and affects 25 million people worldwide, while 6.3
million people have Parkinson’s disease (PD), and 220,000 have
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) [48]. The accumulation or dysre-
gulation of sphingolipids is proposed to contribute to the pathogenesis of
these neurodegenerative diseases by severely affecting lysosomal
enzyme activity, which triggers an accumulation of lipids within or-
ganelles of the "endosomal-autophagic-lysosomal" system [49].

4.1. Amyotrophic lateral sclerosis

Amyotrophic lateral sclerosis is a fatal neurodegenerative disease
that is characterized by the irrevocable degeneration of upper and lower
motor neurons. The progressive loss of neurons results in debilitating
motor weakness, increasing paralysis, and death usually occurs within
3-5 years from symptom onset [S0]. It is becoming evident that ALS
pathology extends beyond the motor system [51].

Several studies have identified metabolic alterations in ALS patients.
These are mostly defined by hypermetabolism and dyslipidemia, which
are clinically associated with the severity of symptoms [52-54]. Hy-
permetabolism is an early phenomenon that is present throughout the
disease [55-57], and that appears to negatively impact prognosis
[58-60]. By contrast, hyperlipidemia appears to be a protective factor in
ALS, and it is known that a hyperlipidemic diet significantly improves
survival of ALS mice (Sod1 Gsm) [61] and slows progression of disease in
ALS patients [62]. Congruent with this, high levels of total cholesterol
[63] and elevated levels of serum triglyceride [64] appear to be bene-
ficial in ALS patients. More recently, the beneficial effects of high-caloric
nutrition on the survival of ALS patients with fast-progressing disease
were shown [65]. While the cause for metabolic dysregulation in ALS
remains unknown, consistent observations of the beneficial effects of
lipids has spurred extensive research into the contribution of lipid
metabolism to the disease.

An abnormal increase in sphingolipid levels (sphingomyelin, cer-
amide, cholesterol, etc.) has been observed in the spinal cord of ALS
patients, and in the spinal cord of asymptomatic and symptomatic
SOD1%%%A mice [66]. Subsequent studies confirming an increase in
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metabolites of sphingolipids (glucosylceramide, ceramide, gal-
actosylceramide, GM3, GM1, etc.) and their associated enzymes (GBA1,
GBA2, etc.) in the spinal cord of Sod1%**R mice [67], SOD1%°* mice and
ALS patients [68] indicate that altered metabolism of sphingolipids
could be integral to the progression of ALS pathology [69]. Interestingly,
the inhibition of glucosylceramide synthesis dramatically accelerates
disease progression in SOD1%%*4 mice while the intracerebroventricular
perfusion of GM3 is able to significantly delay the onset of paralysis in
SOD1%°%A mice [68]. While the clinical relevance of altered sphingolipid
metabolism remains to be established, levels of sphingomyelin and long
chain triglycerides in the CSF of ALS patients has been shown to
correlate with the progression of ALS [70,71].

The detection of antibodies targeting gangliosides, in particular
GM1, in serum [72,73], brain [74] and spinal cord [75] of some patients
with ALS led to clinical trials of ganglioside administration. These trials
have not been conclusive [76-78]. However, Xu et al. have shown that a
single injection of human IgM (rtHIgM12) binding gangliosides extends
the survival of two ALS mouse models [79] thus emphasizing a role for
glycosphingolipids in ALS.

An increase in the levels of glucosylceramide and GM1 have been
observed in the CSF of ALS patients [80]. Transcriptomic studies of
muscle biopsies from ALS patients have reported a significant increase in
the expression of the UGCG gene, encoding the enzyme responsible for
the synthesis of glucosylceramide. Similar to ALS patients, mouse
models of ALS show accumulation of glucosylceramide in skeletal
muscle. Lipidomic analysis revealed complete modulation of sphingo-
lipids in skeletal muscles and spinal cords of Sod1%*®® mice prior to the
onset of disease phenotypes. Interestingly, the levels of GM2 and GM3
were increased in Sod1°%°R mice, but also in non-transgenic mice that
had undergone axotomy, suggesting that altered sphingolipid metabolic
might occurs as a consequence of denervation. In addition, inhibition of
glucosylceramide synthesis by an UGCG inhibitor significantly delayed
functional recovery after sciatic nerve injury [67]. Conversely, inhibi-
tion of the degradation of glucosylceramide by conduritol B epoxide, an
irreversible inhibitor of GBA1 and GBA2, improved functional recovery
in a model of sciatic nerve compression and slowed disease progression
in Sod196R mice [80]. Thus, current evidence indicates that sphingoli-
pid metabolism is likely to be a key modulator of disease course in ALS.

4.2. Other neurological diseases

In recent years, there has been a growing body of evidence to indi-
cate that the metabolism of sphingolipids contributes to the patho-
physiology of other diseases such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s
disease and Gaucher disease. The gradual accumulation of protein ag-
gregates, which leads to toxicity and neurodegeneration of cells of the
nervous system, occurs in response to defects in the metabolism of
sphingolipids, major players in the lysosomal degradation of cellular
debris.

4.2.1. Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative
disease characterized by the accumulation of extracellular amyloid
plaques and intraneuronal deposits of the Tau protein [81,82]. Although
the molecular mechanism that underpins the development of the disease
is not clear, numerous studies suggest that sphingolipids play a crucial
role in the pathogenesis of AD [83-88]. Indeed, the levels of sphingo-
lipids (e.g. sphingomyelin and ceramide) and their associated synthetic
enzymes (sphingomyelin synthase and sphingomyelinase) are increased
in the brains of AD mice and AD patients [89-91]. Several teams have
also shown that elevated levels of serum ceramide in AD patients and AD
model animals [92-96] may be predictive of AD and cognitive impair-
ment [97-99]. Ceramide, produced by sphingomyelinases, stabilizes
f-secretase, which leads to an increase in the cleavage of the amyloid
precursor protein [100]. In this regard, increasing ceramide and
sphingomyelinase levels promotes the accumulation of amyloid-p
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(Ap42) in two mouse models of AD [90,91] and ceramide-enriched
exosomes worsen disease pathology [91]. Conversely, genetic inhibi-
tion of sphingomyelinase enzyme in a mouse model of AD decreases
amyloid-p deposits and cognitive impairment [91,101], and attenuates
the progression of disease [91]. Furthermore, knocking out the SMS1
gene in the hippocampus of an AD-like transgenic mouse appears to limit
the formation of amyloid plaques and improve cognitive function [102].

4.2.2. Gaucher disease and parkinson's disease

Glucosylceramidase activity is critical in these two diseases, with the
lysosomal enzyme (GBA1) playing a particularly important role. The
loss of GBA1 activity strongly modulates lysosomal function, which is
involved in the elimination of cellular material through autophagy.
Mutations in the GBAT gene lead to non-functional enzymes, either by
total loss of functions or by driving a defect in the targeting of GBA1 to
the lysosome, which results in the accumulation of glucosylceramide in
the lysosomes.

GBA1 mutations are associated with Gaucher disease [49,103,104].
Gaucher disease is a lysosomal overload disease characterized by a
complete loss of function of the GBA1 protein. This leads to an accu-
mulation of glucosylceramide, which can be the cause of neuropathic
forms of the disease [49,105]. Although no correlation has been made
between the severity of Gaucher disease and the GBA2 gene, studies
suggest that GBA2 is involved in the pathophysiology of the disease
[103,106].

Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative
disease that affects predominantly dopaminergic neurons of the sub-
stantia nigra. People with Parkinson’s disease usually have motor
symptoms, but the disease is also characterized by insidious cognitive
decline, which increases with the duration of the disease. Mutations in
the GBAI gene are considered a high-risk factor for Parkinson’s disease.
Indeed, GBAI mutations occur in 10-25% of patients with Parkinson’s
disease [104,107-112]. GBA1 mutations cause a decrease in the levels of
the GBA1 protein and its enzymatic activity, resulting in the toxic
accumulation of a-synuclein and defecting autophagy [113,114].
Interestingly, activation of GBA1 induces clearance of a-synuclein and
restores lysosomal function in dopaminergic neurons of Parkinson’s
patients [115]. Moreover, inhibition of GBA1 activity in a mouse model
of synucleinopathy leads to accumulation of glucosylceramide and
worsening of motor and cognitive phenotypes. By contrast, increasing
the activity of GBA1 leads to a slowing of disease progression [116].
While studies suggest that the accumulation of glucosylceramide might
alter the mechanisms that regulate a-synuclein [117,118], the molecular
mechanisms that link GBA1 and a-synuclein are still poorly understood.

All of these data underline the importance of potential molecular
targets (e.g. GBA1 and GBA2) in order to develop effective pharmaco-
logical strategies to limit the progression of these neurological diseases.

5. Therapeutic targeting of sphingolipids in neurodegeneration

With a growing body of evidence to show that sphingolipids actively
participate in the pathophysiology of neurodegenerative disease
[5,49,119], there is an increased focus on the targeting of the meta-
bolism of sphingolipids for therapeutic development. Due to the
complexity of the sphingolipid pathway, only the most common players
in neurodegenerative diseases will be discussed.

5.1. Sphingolipids at the centre of new therapies in animal and cell models

Some molecules have proven to be promising candidates for atten-
uating various pathologies in in vitro and in vivo models of neurode-
generative disease.

5.1.1. Fingolimod (FTY720)
Fingolimod is an analogue of sphingosine. In the brain, it is con-
verted to fingolimod -phosphate (FTY720-P). Fingolimod-P is a
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sphingosine-1-phosphate (S1P) receptor agonist [ 120], which is reduced
in Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease [121 124]. Stimulation
of SIP by FTY720 improves memory, synaptic plasticity, reduces
p-amyloid production and enhances motor function in several distinct
animal models of these diseases [125 128]. More recently, FTY720 was
shown to significantly improve survival in the SOD1%*** mouse model of
ALS [129].

5.1.2. Isofagomine

In 2009, Liebermann and co-workers demonstrated that isofagomine
by acting as a chaperone of GBA1 ensured good conformational stability
and activity of human GBA1 while also increasing its enzymatic activity
[130] (see Table 1). In support of this, isofagomine was shown to extend
the lifespan in animal models of Gaucher disease and increase the ac-
tivity and levels of GBA1 in the brain and visceral tissues, although its
effects on the accumulation of glucosylceramide and glycosphingosine is
yet to be determined [131]. Finally, isofagomine reduces aggregates of
human wildtype a-synuclein in dopaminergic neurons in the substantia
nigra of a mouse model of synucleinopathy [132]. In general, current
data on the use of isofagomine in Gaucher disease and synucleinopathies
is encouraging.

5.1.3. Ambroxol

Ambroxol is a molecule known for its mucolytic, antioxidant and
anaesthetic properties [133]. It can cross the blood-brain barrier (BBB)
and improve the activity of GBA1 in Gaucher disease patient cells in
vitro, and in wildtype mice in vivo [134] (see Table 1). In 2009, Mae-
gawa and collaborators demonstrated that ambroxol stabilizes the
conformation of GBA1, thereby increasing its enzymatic activity, and
reducing the accumulation of glucosylceramide in fibroblasts from
Gaucher disease patients [135]. Ambroxol has also been shown to
enhance the activity of GBA1 in fibroblasts of Parkinson’s disease pa-
tients, and to reduce the aggregation of a-synuclein [114,136]. In
wildtype and transgenic mice overexpressing human a@-synuclein,
treatment with ambroxol led to an increase in GBA1 mRNA and enzyme
activity in the brain, and a concomitant reduction in levels of a-synu-
clein [137]. Finally, the activities of GBA1 and f-hexosaminidase are
significantly improved in non-human primates after treatment with
ambroxol [138]. In the context of ALS, our laboratory has demonstrated
that ambroxol prevents the loss of muscle strength, delays disease pro-
gression, and extends survival of Sod1%*°R mice. Moreover, ambroxol
promotes axonal growth and neuronal network complexity in vitro and
in vivo [139,140]. Overall, ambroxol appears to be highly effective in
modulating GBA1 activity to exert neuroprotective effects across a
number of mouse models of neurodegeneration.

5.2. Sphingolipid modulation in humans

There is growing interest in targeting the metabolism of sphingoli-
pids as a therapeutic strategy in human neurodegenerative diseases. In
this section, we will only present clinical studies for Gaucher disease and
Parkinson’s disease.

5.2.1. Isofagomine

The defective activity of GBA1 in patients with Gaucher disease can
be restored by isofagomine treatment. By stabilizing the binding of the
GBAl enzyme with its substrate [141], isofagomine increases GBA1
activity in Gaucher disease patient fibroblasts, thus preventing the toxic
accumulation of glucosylceramide [130]. However, isofagomine has
poor cell penetration and clinical trials for Gaucher disease have been
inconclusive,

5.2.2. Ambroxol

In 2013, Zimran et al. showed that ambroxol was safe and had no
adverse effects in patients with Gaucher disease [142]. In another pilot
study, ambroxol was found to improve motor functions and neurological
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Table 1
Summary of studies using treatments that modulate the metabolism of sphingolipids.
Drug Disease Model Dose Fffects References
Fingolimod AD Mouse 0.5 mg/kg * Reduces amyloid-f} production [127]
(FTY720) AD-like Rats 1 mg/kg * Attenuates Ap42-induced learning and [125]
neurodegeneration memory impairment
AD-like Rats 1 mg/kg o Reduces inflammatory markers [126]
neurodegeneration
- Chemical model of neurodegeneration 10-1000 nM o Attenuates excitotoxicity and [145]
neuroinflammation
- Rats (Focal cerebral ischemia) 0.5 mg/kg o Improves synaptic plasticity and memory [143]
deficit
PD Mouse 1 mg/kg » Attenuates motor deficits [146]
» Reduces the loss of dopaminergic neurons
ALS Mouse 0.1 and 1 mg/ o Improves neurological scores and survival [129]
kg
Isofagomine GD Patients lysosomal enzyme (GBA1) « FEnsure good conformation and stability [130]
» Increases GBA1 enzymatic activity
GD Mouse 20 or 600 mg/ o Increases the activity and levels of GBA1 [147]
kg « Fxtends survival
a-synuclcinopathy Mousc 100 mg/kg « Reduces aggregates in dopaminergic [132]
neurons
Ambroxol GD Patients fibroblasts 20-125 pM « Ensure good conformation and stability [135]
« Increases GBAI enzymatic activity
e Reduces GlcCer storage
GD Patients fibroblasts 0.3-10 mM « Improves the activity of GBA1 [134]
e Neither toxicity in vivo
GD Patients 150 mg/d e Safe [142]
* No adverse effects
GD Patients fibroblasts 60 uM » Reduces ROS production [136]
o Improves the activity of GBA1
GD Patients 1.3gsd o Increases the activity of GBA1 [143]
* Reduces of myoclonus
o Improves motor functions
GD Patients 21 mg/kg/d * No effect [148]
GD Patients 27 mg/kg/d o Beneficial effects on neurological [148]
manifestation progression
PD Mouse 4 mM o Increases brain GBA1 activity [137]
» Reduces «-synuclein levels
PD Neural crest stem cells line from PD and GBA1 60 uM o Improves lysosomal process [114]
mutations patients » Reduces w-synuclein levels
PD Non-human primate 100 mg/d » Increases brain GBA1 activity [138]
PD Patients 1.23 g/d * Safety [144]
« Cross the BBB
« Modulation of GBA activities
« Stimulation of lysosomal activity
ALS Mouse 3mM « Prevents the loss of muscle strength [139]

o Delays discase progression
« Extends survival

AD: Alzheimer’s disease, ALS: amyotrophic lateral sclerosis, BBB: blood brain barrier, GBA: glucocerebrosidase, GD: Gaucher disease, GlcCer: glucosylceramide, PD:

Parkinson’s disease, ROS: reactive oxygen species

symptoms by decreasing myoclonus in Gaucher disease patients [143].
Recently, a phase II clinical trial, which aimed to assess the therapeutic
potential of ambroxol in Parkinson's disease patients with or without
GBA1 mutations was carried out [144] (NCT02941822). Interim results
for this trial are positive. Seventeen patients (8 with GBAI mutations, 9
without) received increasing doses of ambroxol (up to 420 mg, 3 times a
day at the end of the study). Ambroxol did not cause any specific side
effects and was well tolerated by patients. Given that ambroxol crosses
BBB [144], this molecule seems to be a promising therapeutic candidate
for the treatment of diseases that are characterized by defective GBA1
enzyme activity in parallel with the accumulation of misfolded proteins.

6. Conclusion

The pathophysiological mechanisms that underpin neuro-
degeneration are complex. The deregulation of sphingolipid metabolism
appears to be common across a number of neurodegenerative diseases,
yet the mechanisms by which the dysregulation in sphingolipid meta-
bolism contributes to the degenerative process remains to be elucidated.
While the targeting of sphingolipid metabolism has reached clinical
stages for Parkinson’s disease, this is yet to occur in Alzheimer’s disease
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or ALS. Nonetheless, results in mouse models of neurodegenerative
diseases, and in particular ALS, highlight that the modulation of
sphingolipid metabolism may be beneficial. Future studies that clarify
the role of sphingolipids in neurodegeneration, with the view to trans-
late this knowledge into clinical trials and effective drug treatments are
desperately needed.
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Analyse de la flexibilité métabolique dans la Sclérose
Latérale Amyotrophique et approches thérapeutiques

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale qui est
caractérisée par la dégénérescence sélective des neurones moteurs cortico-spinaux et des
motoneurones bulbaires et spinaux. Les perturbations du métabolisme énergétique font de la
SLA une maladie systémique. Mes travaux mettent en évidence un déséquilibre de la balance
énergétique (glycolyse vs B-oxydation) indiquant un déficit d’utilisation du glucose comme
source principale d’énergie chez les souris SLA SOD1%934 et Sod1%%¢R, |’objectif de ma thése a
été de déterminer si une correction de cette balance énergétique grace a deux agents
pharmacologiques actuellement utilisés en clinique, la ranolazine (RAN) et la trimétazidine
(TMZ), ralentissait la progression de la maladie. J’ai pu ainsi montrer que les traitements ont
des effets bénéfiques sur les composantes métabolique et motrice de ces deux modéles. En
plus de I'effet neuroprotecteur du TMZ, ce dernier augmente la survie des souris SOD1%%34
suggérant un repositionnement médicamenteux du TMZ pour le traitement de la SLA.

Mots clés : SLA, glycolyse / B-oxydation, RAN, TMZ, PDK4

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterized by the
selective degeneration of corticospinal motor neurons and bulbar and spinal motor neurons.
Disturbances in energy metabolism make ALS a systemic disease. My work highlights an
imbalance in the energy balance (eg glycolysis vs B-oxidation). It indicates a deficit in the use
of glucose as the main source of energy in SOD1%*A and Sod1%8¢R ALS mice. The main of my
thesis work was to determine whether a correction of this energy balance with two
pharmacological agents currently in clinical use (eg ranolazine (RAN) and trimetazidine (TMZ)),
slows down the disease progression. | was able to show that the treatments have beneficial
effects on the metabolic and motor components of these two models. In addition to the
neuroprotective effect of TMZ, it increases the survival of SOD1%3# mice. These preclinical
studies suggest that this drug currently in clinical use for heart disease can be repositioned for
ALS treatment.

Key words: SLA, glycolysis / B-oxidation, RAN, TMZ, PDK4
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