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« La vraie science est une ignorance qui se sait.»
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Les maladies neurodégénératives forment un sous-groupe de maladies dégénératives
affectant le fonctionnement du cerveau ou plus généralement le systéme nerveux de fagon
progressive au cours de leur évolution. Ces maladies provoquent généralement une
détérioration du fonctionnement des cellules nerveuses, en particulier les neurones, pouvant
conduire a leur mort cellulaire. Cette mort cellulaire conduit a une altération progressive et
souvent irréversible des fonctions nerveuses, entrainant des handicaps majeurs, avec pour
conséquence le décés du malade. Les maladies neurodégénératives peuvent étre classées en
fonction des régions du systétme nerveux atteintes par la maladie. Ainsi, les fonctions
affectées dépendent de la région touchée et peuvent concerner la motricité, le langage, la
mémoire, la perception ou la cognition. On distingue principalement deux types de maladies :
celles atteignant le systéme nerveux central de celles touchant le systéme nerveux
périphérique, voire le systéeme nerveux autonome. Selon les populations neuronales atteintes,
ces maladies neurodégénératives se manifestent soit par une atteinte majoritaire des fonctions
cognitives, comme c’est le cas dans la maladie d’Alzheimer, soit des fonctions motrices, ce
qui est observé dans la maladie de Parkinson ou la Sclérose Latérale Amyotrophique, soit
encore des fonctions a la fois cognitives et motrices comme observé dans la maladie de
Huntington.

Parmi les maladies neurodégénératives les plus connues, la maladie de Parkinson se
caractérise par une perte des neurones dopaminergiques de la substance noire compacte. Dans
la maladie, d’ Alzheimer, on observe une dégénérescence sélective des neurones de projection
du cortex enthorinal vers le gyrus dentelé, et des neurones pyramidaux de I’hippocampe CA1.
Dans la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), ce sont les neurones du cortex moteur, du
tronc cérébral et de la moelle épiniere qui dégéncrent. Le principal facteur de risque pour
déclencher ces maladies est 1’age, bien que ces maladies neurodégénératives touchent parfois
I’enfant ou le jeune adulte, comme dans les Amyotrophies Spinales Infantiles ou la maladie
de Huntington.

A T’heure actuelle, du fait du vieillissement général de la population, nous assistons a
une augmentation du nombre de personnes atteintes par ces maladies neurodégénératives. En
2010 en France, la maladie d’Alzheimer touchait 860 000 personnes, avec 225 000 nouveaux
malades chaque année. Quant a la maladie de Parkinson, elle était diagnostiquée chez 100 000
personnes environ. A I’heure actuelle, les plus de 65 ans représentent 16% de la population,
chiffre qui devrait passer a 25% en 2030, ce qui fait des maladies neurodégénératives un réel

enjeu de santé public.



La SLA est la maladie neurodégénérative la plus répandue apres les maladies de
Parkinson et d’Alzheimer. Elle est également la premiére maladie affectant les
motoneurones ; en France, 4 200 personnes environ sont atteintes par cette pathologie.

A ce jour, I’absence de traitements curatifs pour la plupart de ces maladies
neurodégénératives, en fait non seulement un réel probléme de santé publique, mais
¢galement un défi majeur pour les neurosciences modernes.

La plupart de ces maladies neurodégénératives liées a 1’dge apparaissent de maniere
sporadique, c’est-a-dire sans antécédents familiaux. Seulement un faible pourcentage (entre 5
et 10%) est 1li¢ a des mutations génétiques. Fait étonnant, les génes impliqués dans ces
maladies codent en général pour des protéines ubiquitaires et non spécifiques de la classe de
neurones préférentiellement touchée dans la maladie, comme par exemple la SuperOxyde
Dismutase 1 (SOD1) dans la SLA, la parkine dans la maladie de Parkinson ou la presénilline
1 dans la maladie d’Alzheimer. Les populations neuronales ciblées sont différentes dans ces
diverses maladies, méme si des mécanismes physiopathologiques communs ont été identifiés
comme la présence d’agrégats et d’inclusions s’accumulant au cours de 1’évolution des
maladies, la présence d’agents oxydants ainsi que des dysfonctions de certaines organelles
comme les mitochondries ou le réticulum endoplasmique.

Le développement de nouvelles cibles thérapeutiques pour cette maladie est une
priorité. La SLA a été découverte il y a plus de cent quarante ans et les premiers genes
associés a cette maladie ont été isolés depuis une vingtaine d’années. L’ utilisation de mod¢les
transgéniques SOD1 mutants a permis d’établir de nombreux mécanismes de toxicité de la
SLA. Les essais thérapeutiques conduits chez les souris se sont donc basés sur le blocage des
processus toxiques, et ont consist¢ en ['utilisation de composés pharmacologiques
(antioxydants, anti-agrégation,...), de thérapies géniques ou anti-sens, de transplantations
cellulaires, ou encore d’immunisations. Malheureusement, hormis le riluzole, aucun essai
thérapeutique modifiant significativement (supérieur a 10%) la survie des souris SODI
mutantes n’a eu d’effet positif chez les patients. Deux explications principales sont avancées
pouvant €tre a I’origine de ces €échecs. D une part, les souris utilisées dans les tests expriment
en général des taux importants de protéines SOD1 mutée, contrairement a ce qui est observé
chez les patients. La pertinence du modele SOD1 comme reflet de la SLA est une question
régulicrement posée. En effet, d’autres modeles, comme par exemple TDP-43, pourraient
permettre de nouvelles avancées. L’idéal serait d’avoir un modele animal de la forme
sporadique de la maladie. Par ailleurs, de nombreux essais thérapeutiques se sont révélés
efficaces chez la souris, mais ne sont pas transposables a ’homme. D’autre part, la majorité

des essais thérapeutiques chez la souris sont entrepris avant le déclenchement des premiers



symptomes, alors que la maladie est diagnostiquée apres 1’apparition des premiers symptomes
chez les patients. Il faut donc chercher des traitements fonctionnant chez la souris a partir de
stades équivalents a ceux du diagnostic chez le patient, & savoir, aprés les premiers
symptomes. Seules quelques études ont été réalisées aux alentours du déclenchement de la

G93A Al A A e .
1 et se sont révélées bénéfiques : I’injection intramusculaire

maladie chez les souris SOD
de vecteurs viraux codant pour ’IGF-1 et le VEGF et transportés de maniére rétrograde vers
les motoneurones. Ceci permet d’allonger la survie des souris de 14 a 18%. L’inhibition par
interférence de Fas augmente également la survie des souris de 14%. Enfin, une autre étude a
montré que la natation forcée chez les souris SOD19"* a des effets bénéfiques, en
augmentant la survie d’environ 20%. Ces travaux ¢élargissent ainsi le champ d’approches
thérapeutiques de la SLA.

De nombreux dysfonctionnements ont ¢été identifiés dans la SLA, mais la
problématique réside dans le fait de trouver les processus initiateurs de la pathologie et de
déterminer les causes de la maladie, responsables des dysfonctionnements observés et
notamment de la dégénérescence des motoneurones. Dans ce contexte, il est important de
déterminer les processus cellulaires perturbés trés tot, bien en amont des premiers symptomes
de la maladie, qui pourraient étre de bonnes cibles diagnostiques et thérapeutiques, en
cherchant a limiter le déclenchement de la maladie, ou du moins a le retarder.

Dans ce contexte, le but de ma thése a ét¢ d’identifier les processus pathologiques
mitochondriaux qui sont observés trés en amont des premiers symptomes de SLA, et de
comprendre par quels mécanismes ils peuvent entrainer in fine la dégénérescence des
motoneurones. Pour cela, nous avons utilisé¢ des souris transgéniques surexprimant la SODI

humaine mutée, modele de la maladie le mieux caractérisé a ce jour.
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RESUME

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale de l'age
adulte, caractérisée par une perte de motoneurones, conduisant a une atrophie et une faiblesse
musculaires. Des mutations de la superoxyde dismutase-1 (SODI1) provoquent une forme
génétique de SLA. Comme chez les patients atteints de SLA, le modele animal de SLA,
SOD1 mutant, révele que tous les motoneurones sont inégalement sensibles a 1'évolution de la
maladie. Les mitochondries, centrales énergétiques des cellules, sont des organelles
précocement touchées dans la pathologie de la SLA. Un mécanisme attrayant qui sous-tend la
susceptibilit¢ différentielle est la nécessité bioénergétique variable de sous-ensembles
distincts de motoneurones. Cela implique que dans le systeme nerveux central, la demande
bioénergétique pourrait moduler le seuil pathologique. Méme en I'absence de perte
bioénergétique, on peut imaginer une situation dans laquelle une contrainte pathologique
modifie le niveau a partir duquel la production ou la livraison de 'ATP devient insuffisant,
précipitant la chute des neurones les plus vulnérables.

Dans les neurones, la majorité de I'ATP est produite par les mitochondries et 'homéostasie
des gradients d'ions est le procédé le plus énergivore. La fonction mitochondriale est moindre
pour modifier les propriétés électriques des motoneurones si la disponibilité en ATP devient
insuffisante pour permettre aux pompes ioniques de maintenir des gradients appropriés.

Nous avons démontré que la concentration intracellulaire basale d’ATP dans des cultures de
neurones moteurs est diminuée dans les cellules mutées SOD1 par rapport au type sauvage.
Paradoxalement a ce résultat, le taux de consommation d'oxygeéne des mitochondries est
augmenté dans les motoneurones SOD1m et il n'existe aucune preuve d'une augmentation de
la consommation. Nos résultats appuient I'hypothese intéressante qu'il y a un découplage entre
la chaine respiratoire et la production d'ATP. Ce découplage peut étre utilis¢é comme une
stratégie pour minimiser les propriétés toxiques des mitochondries hyper stimulées.

Mots clefs : Mitochondrie, Motoneurone, Bioénergétique, Découplage, SOD1, SLA

ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal adult-onset neurodegenerative disorder
characterized by a loss of motor neurons, leading to muscle wasting and weakness. Mutations
in superoxide dismutase-1 (SOD1) cause a form of ALS. As in ALS patients, the mutant
SOD1 animal model of ALS reveals that not all motor neurons are equally susceptible to the
disease process. An attractive mechanism underlying differential susceptibility is the variable
bioenergetics need of distinct subsets of motor neurons. This implies that within the CNS,
bioenergetics can modulate the pathological threshold. Even in the absence of loss in
bioenergetics, one can envision a situation in which a pathological stress alters the level at
which either the production or delivery of ATP becomes insufficient, precipitating the demise
of the most vulnerable neuron types.

In neurons, majority of ATP is produced by mitochondria and the homeostasis of ion
gradients is the most energy-consuming process. Reduced mitochondrial function will modify
the electrical properties of motor neurons if ATP availability becomes insufficient to allow
ion pumps to maintain appropriate gradients.

We demonstrated that the basal ATP intra-cellular concentration in motor neuron cultures
lower in SOD1 mutated cells compared to wild type. Paradoxically to this result, the oxygen
consumption rate of mitochondria is increase in mSODI1 cells and there is no evidence for an
increase of consumption. Our results support the interesting hypothesis that there is an
uncoupling between the respiratory chain and the ATP production. This uncoupling might be
used as a strategy to minor the toxic properties of hyper stimulated mitochondrion.

Keys words : Mitochondria, Motoneurons, Bioenergetic, Uncoupling, SOD1, ALS
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INTRODUCTION

I - La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)

A - Présentation générale

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) occupe une place unique dans I’histoire des
maladies humaines en général et dans les maladies neurologiques en particulier. Jean-Martin
Charcot (1825-1893), médecin frangais, a été le premier a établir la relation entre les signes
cliniques et les résultats des autopsies. Il a décrit la SLA pour la premiére fois en 1865 sur un
patient atteint de spasmes musculaires. Lors de 1’autopsie de ce patient, il a observé une
sclérose (aspect fibreux du tissu) ainsi que I’implication des voies latérales (voies
pyramidales) de la moelle épiniere, d’ou son nom de « sclérose latérale ». De plus, cette
maladie s’accompagne d’une atrophie des fibres musculaires, entrainant la fonte des muscles
d’ou le terme « amyotrophique ». Dans sa description de 1874, Charcot a établi une approche
clinico-pathologique qui a dominé la nosologie médicale depuis. Dans la deuxieéme moitié¢ du
XIXeéme siecle, la SLA a été définie suite aux résultats des autopsies. Dans son livre « Legons
du mardi de la Salpétriere, 1887-1888 », il décrit les principales caractéristiques cliniques de
la maladie : une implication motrice précoce des membres inférieurs sans atrophie initiale,
une amyotrophie des membres supérieurs avec peu de contractures, et une implication
bulbaire (Goetz & Bonduelle, 1995; Rowland, 2001; Meininger, 2011).

La SLA est également appelée « maladie de Lou Gehrig » aux Etats-Unis, « Motor Neuron
Disease » en Grande-Bretagne et « maladie de Charcot » en Europe.

La SLA se définit actuellement comme un trouble neurodégénératif apparaissant a 1’age
adulte, caractérisé par la mort cellulaire des motoneurones o et y du cortex moteur primaire du
bulbe rachidien et de la moelle épiniere, responsable d’une paralysie musculaire progressive
entrainant la mort (le plus souvent par insuffisance respiratoire) (Wijesekera & Leigh, 2009;
Kanning et al, 2010). Ce syndrome est caractéris¢ par une vulnérabilit¢é et une
dégénérescence des neurones moteurs (Julien, 2007). Il y a en effet une mort sélective des
motoneurones dans le cerveau et la moelle épinicre, ce qui entraine une paralysie des muscles
volontaires. Cette dégénérescence débute dans un foyer localisé et se dissémine selon un
modele qui suggeére que la dégénérescence se propage entre des pools continus de

motoneurones (Pasinelli & Brown, 2006) (Figure 1).



Introduction
La SLA a une prévalence de 4 200 personnes atteintes et une incidence de 2 nouveaux cas par

an pour 100 000 personnes (données de 2008). En comparaison, 1’incidence la maladie

d’ Alzheimer est de 880 nouveaux cas pour 100 000 habitants et sa prévalence est de 850 000.
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Figure 1 : Les neurones moteurs touchés dans la SLA
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Les motoneurones sont des cellules spécialisées du systeme nerveux, impliquées dans la
motricité. On distingue deux types de motoneurones : les motoneurones « centraux » et les
motoneurones « périphériques ». Les motoneurones centraux (ou motoneurones supérieurs)
sont localisés dans le cerveau au niveau d'une région spécialisée dans la motricité appelée le
cortex moteur : ils recoivent l'ordre d'exécution du mouvement et le transmettent au tronc
cérébral et a la moelle épiniere. Les motoneurones périphériques (ou motoneurones inférieurs)
sont situés dans le tronc cérébral et la moelle épiniére ; ils sont directement connectés avec les
muscles a qui ils vont transmettre I'ordre d'effectuer le mouvement. Les muscles des membres
inférieurs sont contrdlés par les motoneurones périphériques qui sont situés dans la partie
basse de la moelle épiniére (moelle lombaire). Les muscles des membres supérieurs et le
diaphragme (muscle respiratoire principal) sont controlés par les motoneurones périphériques
situés dans la moelle épiniére (moelle cervicale). Les capacités de parler, déglutir et macher
sont controlées par les motoneurones périphériques situés au niveau d'une partie du tronc
cérébral appelée le bulbe. D ‘aprés (www.jle.com).

Quant a la maladie de Parkinson, sa prévalence de 60 a 90 personnes atteintes pour 100 000
habitants. Par sa fréquence, la SLA est la premicre maladie du motoneurone. Elle est

2



Introduction
caractérisée par une perte progressive, au stade symptomatique, d’environ 50% des neurones

moteurs de la voie corticospinale, appelée faisceau pyramidal, incluant les neurones du cortex
cérébral (appelés motoneurones supérieurs), ainsi que les neurones du tronc cérébral et de la
moelle épiniere (appelés motoneurones inférieurs) (Meininger, 2011; Ticozzi et al., 2011)

(Figure 2).

Ligne médiane
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Figure 2 : Organisation de la voie cortico-spinale

Le cortex cérébral joue un role important dans le contrdle des mouvements volontaires par
l'intermédiaire du faisceau pyramidal. Le faisceau pyramidal relie le cortex cérébral moteur
aux motoneurones se trouvant dans le tronc cérébral (faisceau cortico-bulbaire) et dans la
moelle épiniere (faisceau cortico-spinal). L'influx nerveux part du motoneurone vers le nerf
périphérique qui établit une synapse avec le muscle a la jonction neuromusculaire. La
stimulation du nerf entraine la contraction du muscle stri¢ squelettique. D apres (institut-
myologie.org).

Cette perte neuronale est associée a une atrophie, une faiblesse et une spasticité (syndrome
pyramidal), ce qui entraine une paralysie progressive des membres, aboutissant a la mort du

patient généralement dans les trois a cinq ans apreés le diagnostic (Ticozzi et al., 2011).



Environ 50% des patients atteints de SLA meurent dans les cinq ans apres le diagnostic
(Wijesekera & Leigh, 2009).

L’age moyen d’apparition de la maladie se situe entre 50 et 65 ans. Seul 5% des cas, dit SLA
juvénile (SLAj) se déclenchent avant 30 ans (Wijesekera & Leigh, 2009).

Il est possible de distinguer trois formes de SLA : la SLA familiale (SLAf), héréditaire a
transmission autosomale dominante (bien que des profils d’hérédité autosomale récessive
aient été observés), représentant 5 a 10% des cas, la SLA sporadique (SLAs), qui se déclare
sans antécédents familiaux et qui est de loin la plus fréquente, et la SLA juvénile (SLAj)
débutant avant 30 ans (Van Damme & Robberecht, 2009; Wijesekera & Leigh, 2009).
Les présentations cliniques des SLAf et SLAs sont peu dissociables, bien qu’il y ait des
différences détectables en fonction des différents types de mutations responsables des SLAT.
Par ailleurs, I’age d’apparition de la maladie est également un ¢lément de divergence entre les
SLAs et SLAT.

La SLA est a ce jour incurable. Le seul médicament utilisé¢ est le riluzole (Rilutek®),
considéré comme un inhibiteur du glutamate, neurotransmetteur essentiel des voies
excitotoxiques. Il aurait également d’autres propriétés importantes comme antagoniste sélectif
des canaux sodiques persistants. Son effet thérapeutique est relativement faible. En effet, il
n’allonge I’espérance de vie que de trois mois environ (Bensimon et al., 1994; Bryson et al.,

1996).

B - Epidémiologie

L'épidémiologie est I'étude des facteurs influant sur la santé et les maladies des populations. I
s'agit d'une discipline qui s’intéresse a la répartition, a la fréquence et a la gravité des états
pathologiques.

Elle se quantifie par de nombreux facteurs, et notamment la prévalence, nombre de cas
observés dans la population a un moment donné, et I’incidence, nombre de nouveaux cas par
an. Dans le cas de la SLA, I'incidence observée de la maladie est d’environ 2 a 3 pour
100 000 habitants par an et la prévalence mesurée se situe entre 3 et 5,2 pour 100 000
habitants selon les estimations (Hardiman et al., 2011). Notons que la prévalence de la SLAs
est plutot masculine (1,5 homme pour 1 femme). Aprés la ménopause, ce ratio approche un
homme pour une femme, ce qui suggere un réle protecteur des hormones chez la femme,
notamment les cestrogénes (Mitchell & Borasio, 2007). Des études récentes (McCombe &

Henderson, 2010; Adalbert & Coleman, 2012) tendent a montrer que ce ratio tend a se
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réduire, possiblement en relation avec la progression du tabagisme chez les femmes,
clairement identifi¢ comme un facteur de risque. La SLAf affecte de manicre égale les
hommes et les femmes (Wijesekera & Leigh, 2009). Dans les SLA familiales, le
déclenchement de la maladie apparait environ 10 ans plus tot et I’évolution de la maladie est

généralement plus rapide (Ticozzi et al., 2011).

Entre 90 et 95% des patients sont atteints par la forme sporadique de la SLA, alors que
seulement 5 a 10% présentent une forme familiale, héréditaire (Menzies ef al., 2002).

Certains facteurs de risque génétiques ont été identifiés dans les cas de SLAf, bien que les
causes de la SLA restent inconnues. Une mutation découverte récemment, la répétition d’un
hexanucléotide (GGGGCC) dans une région non codante du géene COORF72 est associée a
environ 8% des SLAs, et 43% des SLAf. L’hypothése de facteurs environnementaux ou
exogeénes (régime alimentaire, activit¢é physique, tabagisme, toxines) a également été
explorée. Cependant, il ne semble pas y avoir d’association entre un seul facteur
environnemental et le risque de développer une SLA. Actuellement, la thése d’une
implication multifactorielle est prédominante, associant I’interaction de facteurs

environnementaux et de mutations génétiques (Wijesekera & Leigh, 2009).

C - Symptomes cliniques, diagnostic et prise en charge des patients

De part son caractére complexe, son large spectre clinique et 1’apparition variable des
symptomes, le diagnostic de la SLA est généralement long a établir. Le diagnostic est souvent
retardé, son délai se situant environ un an apres les premiers signes de la maladie. Le délai
diagnostic moyen est de onze mois quelle que soit la SLA, de dix mois pour les patients
présentant une forme bulbaire et de douze mois pour les patients présentant une forme spinale
(Cellura et al., 2012; Govoni et al., 2012).

En 1994, les criteres de diagnostic « El Escorial » ont été établis par la Fédération Mondiale
de Neurologie (« World Federation of Neurology », WFN), puis révisés en 1998, alors
renommes critéres de « Airlie House », pour aider au diagnostic et a la classification des
patients SLA (Wijesekera & Leigh, 2009). Le diagnostic, fiable a 95%, prend en compte a la
fois des criteres d’inclusion et d’exclusion de syndromes analogues a la SLA (Meininger,
2011). Ces criteres sont résumés dans le Tableau 1. Plus récemment les critéres d’AWAJI ont
permis de mieux y intégrer les données de 1’électromyographie (de Carvalho ef al., 2008).

Le diagnostic de SLA est classé en trois catégories : « SLA définie », « SLA possible » ou

« SLA probable » (Wijesekera & Leigh, 2009).



Critére El Escorial, 1994 Airlie House, 1998 Awaji-Shima,2008
Atteinte du NMC et du | Atteinte du NMC et du NMP iﬁ?;ifel‘g;q;‘f\iguefg]\g
SLA définie NMP dans au moins trois dans au moins trois régions cliniques d'atteinte du I\%MC
régions anatomiques anatomiques c(llans trois territoires
Signes cliniques ou ENMG
d'atteinte du NMP et signes
Atteinte du NMC et du Atteinte du NMC et du NMP cliniques d'atteinte du NMC
SLA probable NMP dans au moins deux dans au moins deux régions dans deux territoires avec
régions anatomiques anatomiques présence de signes d'atteinte du
NMC au dessus de l'atteinte du
NMP
Atteinte du NMC et du NMP
SLA probable étayée dans un territoire ou atteinte du
par les examens Non applicable NMC dans deux régions + Non applicable
complémentaires Signes ENMG d'atteinte du
NMP dans deux territoires
Signes cliniques ou ENMG
. d'atteinte du NMP et signes
. Alteinte du NMC et ,dl.l NMP cliniques d'atteinte du NMC
Atteinte du NMC et du dans une seule région dans deux territoires ou sienes
. NMP dans une seule région anatomique ou atteinte du S S &
SLA possible . . gy cliniques d'atteinte du NMC
anatomique ou atteinte du NMC dans deux régions ou dans deux territoires ou sienes
NMP dans deux régions | atteinte du NMP au-dessus des cliniques ou ENMG d’att e;gin to
signes datteinte du NMC du NMP au dessus de l'atteinte
du NMC
SLA suspectée Attelnt.e (.hl NM.P dans deux Non applicable Non applicable
territoires uniquement

NMC : Neurone Moteur Central
NMP : Neurone Moteur Périphérique

Tableau 1 : Critéres de diagnostic de la SLA

Résumé des critéres de diagnostic de la SLA d’apres les criteéres d’El Escorial (1994) revisité
en 1998 (criteres d’Airlie-House). Le diagnostic de la SLA repose essentiellement sur des
examens cliniques et électrophysiologiques. Selon le nombre de régions touchées et les signes
pathologiques trouvés, la SLA est classée en « cliniquement définie », « cliniquement
probable » ou « cliniquement possible ». Les critéres de diagnostic considérent quatre régions
selon 1’axe rostro-caudal, chacune étant responsable d’un ensemble de muscles : 1) la région
du tronc cérébral (muscles de la face, du pharynx, du larynx et de la langue) ; 2) la région
cervicale de la moelle épiniere (muscles du cou, des membres supérieurs et du diaphragme) ;
3) la région thoracique de la moelle épinieére (muscles du thorax, du dos et de I’abdomen) ;
4) la région lombo-sacrée de la moelle épiniére (muscles des membres inférieurs). A partir de
I’examen des symptomes, I’implication des motoneurones supérieurs sera définie par la
présence d’un syndrome pyramidal avec spasticité et vivacité des réflexes ostéo-tendineux.
L’implication des motoneurones médullaires pourra étre déterminée par une atrophie, des
fasciculations et surtout, une dénervation active a I’EMG. D ‘apreés (Guennoc et al.; Hardiman
etal., 2011).



Les méthodes diagnostiques de la SLA sont :

1) des études ¢électrophysiologiques : étude de la conduction des neurones (moteurs et
sensoriels), électromyographies conventionnelle et quantitative, stimulation magnétique trans-
cranienne et étude des potentiels évoqués moteurs. C’est I’examen de référence qui va
confirmer la dénervation, signe majeur de 1’atteinte de la corne antérieure ;

2) des études en neuro-imagerie : imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM). Son
intérét est discuté, tant la spécificité des images n’est pas claire. L’imagerie par tenseur de
diffusion est une technique prometteuse, mais encore de recherche ;

3) des biopsies neuro-musculaires dans les situations de diagnostic différentiel avec d’autres
neuropathies périphériques et des études anatomo-pathologiques ;

4) des études de laboratoire : enzymes musculaires, recherches immunologiques, étude du
LCR, dosage de toxiques (métaux lourds) (Wijesekera & Leigh, 2009).

Une autre mesure, simple, objective et précoce de I’apparition de la maladie, est le pic de la
courbe de poids. Ce stade se situe en amont de la dégénérescence axonale et de la perte des

racines motrices de la moelle épiniere (Boillée et al., 2006).

Deux tiers des patients présentant une SLAs voient la maladie débuter dans les membres ; il
s’agit de la forme spinale de la SLA. Elle se caractérise par une faiblesse musculaire pouvant
commencer en position proximale ou distale dans les membres supérieurs ou inférieurs. Les
patients peuvent également ressentir des contractions musculaires involontaires, des
fasciculations, ou des crampes qui précedent de plusieurs mois, voire de plusieurs années, le
déficit musculaire. L’apparition des premiers symptomes, marquant le déclenchement de la
maladie, est généralement asymétrique, ne touchant qu’un seul membre, puis progresse vers
une atteinte symétrique des deux membres, jusqu’a toucher les territoires bulbaires, cervicaux,
thoraciques et lombaires. La mort du patient est souvent due a des complications pulmonaires
et a une déficience respiratoire.

Un tiers des patients présente une maladie débutant dans le bulbe ; il s’agit alors de la forme
bulbaire. Elle se caractérise par une dégénérescence des neurones du tronc cérébral, et se
traduit par des troubles de la parole (dysarthrie), des problémes de déglutition (dysphagie et
fausses routes), une exagération dans I’expression des émotions (rires et pleurs incontrdlés,
spasmodiques), et finalement une faiblesse progressive des membres. Cette forme bulbaire de
la SLA touche plus fréquemment les femmes et 1’évolution de la maladie est généralement

plus rapide, de 1 a 2 ans (Van Damme & Robberecht, 2009).



Introduction
Par ailleurs, certains patients SLA peuvent souffrir de troubles cognitifs. Il existe des

associations non fortuites entre la SLA et les démences fronto-temporales (DFT). De 20 a
40% des patients SLA présentent des dysfonctions frontales exécutives et 5% des patients
sont atteints de démence fronto-temporale. Ces anomalies cognitives se traduisent par des
changements de comportement et des difficultés d’expression (Leigh et al., 2003; Van
Damme & Robberecht, 2009). La découverte récente d’anomalies génétiques pouvant
s’exprimer soit en SLA, soit en DFT, confirme les interactions entre ces deux pathologies,
que certains considérent comme deux expressions phénotypiques extrémes d’une méme
maladie. La prise en charge des patients est trés importante, afin d’optimiser leur qualité de
vie et préserver leur autonomie le plus longtemps possible au cours des derniers stades de vie.
Le corps médical a alors comme objectif de gérer de maniére globale la prise en charge des
patients sous plusieurs aspects : le traitement des symptomes, la gestion de la respiration, la
gestion de I’alimentation, notamment en augmentant la prise calorique, le suivi des

traitements et la prise en charge de ’aspect psychologique (Figure 3).
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Figure 3 : Prise en charge multidisciplinaire d'un patient SLA

La prise en charge des patients SLA fait intervenir différents acteurs médicaux, paramédicaux
et sociaux. La multidisciplinarité dans le suivi et la prise en charge des patients SLA permet
d’assurer un meilleur suivi de la maladie et une meilleure adaptation du cadre de vie.



Pour suivre Patteinte de la fonction ventilatoire, des explorations fonctionnelles respiratoires
(EFR) sont réalisées avec mesure de la capacité vitale forcée (CVF), des débits expiratoires et
inspiratoires maximums et du débit expiratoire de pointe (DEP). On considere que lorsque la
CVF diminue sous les 50% de la valeur théorique, une ventilation non invasive (VNI) est
proposée. Certaines recommandations récentes suggerent une VNI encore plus précoce a
partir d’une réduction a 80% de la CVF. D’autres thérapeutiques respiratoires sont
envisageables (stimulateurs diaphragmatiques, aide a la toux, voire acte plus invasif telle la
trachéotomie dont la réalisation ne se fait qu’aprés une évaluation précautionneuse des désirs
du patients et de son entourage et des possibilités de retour a domicile).

Enfin, les patients SLA souffrent souvent de troubles de la déglutition, provoquant des
difficultés a avaler de la nourriture. Ces troubles peuvent conduire a une malnutrition et a une
déshydratation, donc a une perte de masse corporelle. De plus, ces patients présentant souvent
un état d’hypermétabolisme, il est alors nécessaire d’augmenter leurs apports caloriques. Une
aide médicale pour se nourrir comme une gastrotomie endoscopique percutanée ou une
alimentation parentérale peuvent étre mises en place (Marin et al., 2011; Lehéricey et al.,
2012). C’est pour toutes ces raisons, qu’a partir de 2004, un ensemble de structures de
référence ont été créées (les centres de référence SLA) dans toute la France. Ils regroupent au
sein d’'un méme centre des spécialistes médicaux (neurologues, réanimateurs, rééducateurs,
spécialistes des soins palliatifs, pneumologues) et paramédicaux de spécialités différentes et
complémentaires (kinésithérapeutes, ergothérapeutes, infirmicres, orthophonistes, assistants

sociaux, psychologues et nutritionnistes).

D - Les formes sporadiques et familiales de la SLA
1 - Les formes sporadiques
Les SLA sporadiques représentent environ 90% des SLA totales, 1’étiologie de 1’apparition de
la maladie n’étant pas clairement identifiée. Les causes de la SLA restent inconnues bien que
certains facteurs de risque aient été identifiés. Plusieurs revues étudiant le rdle des facteurs de
risque environnementaux sur la causalité de la SLA concluent qu’il n’y a pas d’association
¢vidente entre un seul facteur de risque environnemental et le risque de développer une SLA.
La plupart des auteurs privilégient I’hypotheése d’interactions complexes entre génétique et
environnement comme facteur causal de la dégénérescence des motoneurones (Wijesekera &

Leigh, 2009).



a) L’environnement
Plusieurs facteurs environnementaux ont été associés au développement de la SLA :
1. I’exposition a des métaux, pesticides, insecticides et neurotoxines
En effet, des travaux ont par exemple associ¢ I’inhalation chronique d’insecticides a des
désordres des neurones moteurs (Doi ef al., 2006). De méme, 1’exposition d’anciens soldats
de la Guerre du Golfe a des gaz neurotoxiques a également été liée au développement d’une
SLA, s’accompagnant de la forte diminution de I’enzyme paraoxonase PONI1, ayant pour
fonction de détoxifier les pesticides organophosphorés (Haley et al., 1999).
2. la pratique du sport et les facteurs de risque associés
En Italie, il a ét¢ montré qu’il existait un risque plus important de développer une SLA chez
les joueurs de football professionnels et amateurs (Belli & Vanacore, 2005). Le débat reste
cependant ouvert pour établir s’il s’agit d’une conséquence de 1’activité physique et des
traumatismes associés a cette activité, ou si le risque est plutot li¢ a des facteurs chimiques
tels que les produits dopants, les suppléments diététiques ou encore les pesticides utilisés pour
I’entretien des pelouses des stades.
3. le tabagisme
Chez les fumeurs, des études cas-contrdle sur la SLA ont montré qu’il existait un risque de
développer une SLA augmenté d’un facteur 0.8 a 1.67 (Weisskopf et al., 2004; Fang et al.,
2006). Le tabagisme est actuellement le seul facteur de risque avéré pour la SLA (Wijesekera

& Leigh, 2009).

b) Une susceptibilité génétique
Un gene de susceptibilit¢ ou de prédisposition est un geéne qui tend a favoriser le
développement d’une maladie, en association avec d’autres genes, des facteurs
environnementaux et/ou certains modes de vie. Ce ne sont en aucun cas des genes suffisants
pour déclencher la maladie, comme c’est le cas pour les génes identifiés dans les SLAf, qui
seront décrits dans la partie suivante. La présence de variants génétiques a donc été
recherchée par des ¢études d’association chez les patients SLAs. De maniére générale, ces
variants génétiques regroupent une proportion tres faible de cas. Par exemple, 1’étude de
patients aurait mis en évidence un facteur de risque de développer une SLA avec des
mutations des génes codant pour les neurofilaments (NF). Les NFs constituent la majorité des
filaments intermédiaires exprimés dans les neurones adultes et sont formés par 1’assemblage

de quatre sous-unités (NF a chaine légére NFL, NF a chaine moyenne NFM, NF a chaine
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lourde NFH et périphérine). L’accumulation anormale de NFs est d’ailleurs une
caractéristique histopathologique retrouvée chez les patients SLA. Des mutations dans le
domaine de phosphorylation de NFH et de la périphérine ont été associées a environ 1% des
cas de SLAs (Tomkins et al., 1998; Al-Chalabi et al., 1999). Bien que les conséquences
fonctionnelles de ces mutations restent inconnues, implication dans le transport axonal,
assemblage des NFL, elles sont considérées comme facteurs de risque pour la SLA.

D’autres études se sont intéressées a un facteur angiogénique, le VEGF (Vascular Endothélial
Growth Factor), aprés avoir identifi¢ une délétion dans son domaine de réponse a I’hypoxie
chez des souris présentant des troubles moteurs (Oosthuyse et al., 2001). Une analyse de 1900
patients SLA a permis d’identifier trois polymorphismes dans la séquence de ce gene
(Lambrechts et al., 2003), mais cette observation n’a pas été confirmée par les études
ultérieures.

D’autres études ont li¢ la présence de rares polymorphismes du gene de 1’hémochromatose,
notamment le variant H63D, avec des cas de SLAs (Wang et al., 2004; Sutedja et al., 2007).
Des mutations dans ce géne entrainent une surcharge en fer, pouvant perturber la régulation
du stress oxydatif, connu pour étre augmenté dans la SLA (c¢f 111, C).

Par ailleurs, suite aux données indiquant que 1’exposition aux insecticides et neurotoxines
pourrait étre un facteur de risque de développer une SLA, des variants du géne de la
paraoxonase (PON, enzyme nécessaire a la détoxification) ont été recherchés. Seule une étude
s’est réveélée positive sur des patients sporadiques, montrant un lien entre un variant de PON1
et PON2 et un risque de développer une SLA (Saeed et al., 2006; Slowik et al., 2006;
Morahan et al., 2007).

Enfin, des travaux ont montré I’implication de la chromogranine A et B (CHG) dans un
mécanisme de toxicité 1lié a SODI muté, et la premicre recherche de variants des
chromogranines chez les patients semblait prometteuse car elle associait un variant P413L de
la CHG B avec un risque de 2,2% de développer une SLA (Gros-Louis et al., 2009).
Toutefois, deux études effectuées ensuite dans des populations hollandaise et francaise n’ont
pas permis de confirmer ces résultats (van Vught et al., 2010; Blasco et al., 2011).

Ces ¢tudes aux résultats contradictoires montrent que des populations plus importantes de
patients sont nécessaires pour confirmer ou infirmer I’implication de ces genes et soulignent
la difficulté de compréhension des causes des SLA sporadiques.

Les études se sont donc focalisées sur les formes familiales de la maladie, liées a des

mutations de genes. En effet, les SLAs et SLAf étant trés proches d’un point de vue
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phénotypique, on peut espérer que des mécanismes physiopathologiques trouvés en utilisant
des modeles de SLAf pourront également s’appliquer aux SLAs, méme si leur facteur
déclencheur est différent.

Enfin, de récentes études (DelJesus-Hernandez et al., 2011; Millecamps et al., 2012) ont mis
en évidence la présence de la répétition d’un hexanucléotide (GGGGCC) dans une région non

codante de C9ORF72, responsable de 20 a 25% des SLAs liées au chromosome 9p (cf 1-D-3).

2 - Les formes familiales
Les formes familiales représentent seulement 10% des cas de SLA. L’identification de génes
mutés dans cette maladie est un enjeu primordial, car elle permettra d’étudier leur implication
dans la pathologie en utilisant des modeles d’étude in vitro de la maladie et/ou en créant des
mode¢les animaux reproduisant les caractéristiques de la maladie. Il est intéressant de noter
que les génes mutés identifiés comme liés a la SLA codent pour des protéines que 1’on peut
regrouper en cinq familles, selon leurs fonctions cellulaires, ce qui laisse supposer que ces
protéines mutées pourraient, par leurs fonctions proches, étre a I’origine de processus de
toxicité communs. L’ensemble des geénes liés a la SLA et leurs caractéristiques sont résumés

dans les tableaux 2 et 3.

a) Le géne SOD
Le gene SODI code pour une protéine a activité catalytique de défense contre les radicaux
libres. 11 a été le premier geéne identifié. L’association génétique de la SLA 1 a la région
chromosomique 21q22.1 a été décrite initialement en 1991 (Siddique et al, 1991) et
I’identification du gene responsable SODI1 suivra deux ans plus tard (Rosen ef al., 1993). Ce
gene code pour la superoxyde dismutase 1 a cuivre et zinc, enzyme dont le role est de
catalyser les radicaux superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et oxygéne (McCord &

Fridovich, 1969) (Equation 1).

SODI1
20, +2H* > 0,+H,0,

Catalase
2 H,0, > 0,+2H,0

Equation 1 : Réaction catalysée par la superoxvde dismutase 1 (SOD1)

L’enzyme superoxyde dismutase 1 (SOD1) convertit les anions superoxydes O,  en peroxydes
(H,0,). L’enzyme catalase transforme ensuite ce peroxyde en molécules d’eau (H,0).
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A ce jour, plus de cent quarante mutations ont €té associées a ce gene, toutes (sauf une) liées a
un phénotype de SLA. La majorité¢ des mutations sont des substitutions faux-sens dispersées
dans les cinq exons du géne ; huit sont des délétions et cinq des insertions aboutissant a une
forme tronquée de la protéine (Gros-Louis ef al., 2006; Ticozzi et al., 2011).

L’ensemble de ces mutations représente environ 20% des SLAf et crée un phénotype variable
tant au niveau du déclenchement de la maladie que de sa durée et de sa progression. Par
exemple, la mutation A4V (exon 1), qui est la plus communément retrouvée, est associée a
une forme tres agressive de la maladie, avec un déclenchement précoce et une durée de vie
apres diagnostic d’environ un an seulement (Cudkowicz et al., 1997; Juneja et al., 1997). A
I’inverse, la mutation H46R, située dans le domaine du site de liaison au cuivre, entraine un
phénotype modéré avec une survie des patients supérieure a vingt ans (Aoki et al., 1993). Des
mode¢les de souris surexprimant la SODI1 humaine (mSODI1) ont ¢été crées et restent
actuellement le modele souris reproduisant au mieux les caractéristiques pathologiques de la

SLA et donc, le plus étudié.

b) Les autres génes impliqués

Les genes codant pour des protéines de liaison a I’ADN

Le gene TARDBP :

Il a été mis en évidence par Neumann et ses collaborateurs (Neumann et al., 2006) que la
protéine TDP-43 (« TAR DNA-binding protein 43 ») était retrouvée dans la majorité des
inclusions cytoplasmiques ubiquitinylées présentes chez la majorité des patients SLA,
constituant un marqueur post mortem de diagnostic de la SLA. 5% des SLAT présentent des
mutations de ce géne (Gitcho et al., 2008; Sreedharan et al., 2008; Van Deerlin et al., 2008;
Yokoseki et al., 2008; Corrado et al., 2009; Kabashi et al., 2010; lida et al., 2012). Les
mutations du géne TARDBP entrainent une SLA similaire aux SLA sporadiques et celles
associées a des démences.

La protéine TDP-43 est une protéine de liaison a I’ADN/ARN et appartient a la famille des
« heterogeneous nuclear ribonucleoproteins ». Elle est impliquée dans la régulation de la
transcription de génes, ainsi que dans 1’épissage, le transport et la stabilisation de molécules
d’ARN messager (ARNm) (Buratti & Baralle, 2008). Les mutations dans ce geéne sont
rassemblées dans la zone codant pour la partie C-terminale, a une exception pres, responsable
des interactions protéine-protéine. Le role de TDP-43 dans la SLA n’est pas encore clairement
identifi¢. Cependant, cette protéine, normalement nucléaire, peut étre retrouvée agrégée dans
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le cytoplasme et le réticulum endoplasmique des motoneurones de patients et plus

particulierement sous une forme hyperphosphorylée ou encore clivée en position C-terminale

(Sasaki et al., 2010).
Mode de
Nombre de
Type de SLA transmission Locus Géne Protéine Références
mutations
(autosomal)
ADULTE :
Dominant /
. "Cu/Zn Superoxyde o
SLA 1 : SLA typique Rarement 21q22.1 SOD1 > 140 Siddique et al., 1991 Rosen et al., 1993
dismutase 1"
récessif
SLA 3 : SLA typique Dominant 18921 Inconnu Hank CK et al., 2002
SLA 6 : SLA typique, )
. . Abalkhail H et al., 2003 ; Sapp PC et
et associée avec des Dominant 16p11.2 FUS 30 "Fused in sarcoma"
al., 2003
DFT
SLA7: Dominant 20p13 Inconnu Sapp PC et al., 2003
SLA 8 : SLA typique, "Vesicle associated
SLA atypique et membrane protein
S Dominant 20q13.33 VAPB 2 ) Nishimura et al., 2004
amyotrophie spinale a (VAMP)-associated
déclenchement tardif protein B"
Wu et al., 2007 ; Conforti et al., 2008 ;
SLA 9 : SLA typique Dominant 14q11 ANG 15 Angiogenin
Gellera et al., 2008 ; Paubel et al., 2008
SLA 10 : SLA typique, Corrado L et al., 2009 ; Van Deerlin et
) "TAR-DNA Binding
et associée avec des Dominant 1936 TARDBP 30 i al., 2008 ; Iida et al., 2010 ; Sreedharan
protein 43"
DFT et al., 2008 ; Gitcho et al., 2008
SLA 11 : SLA typique phosphatidyl-inositol
et maladie de Charcot Dominant 6q21 FIG4 10 3,5-biphosphate 5- Chow et al., 2009
Marie Tooth IV phosphatase
Dominant / ) ) Maruyama et al., 2010 ; Millecamps et
SLA 12: 10p15-p14 OPTN 3 Optineurin
Récessif al., 2011
Maladie progressive
lente du neurone Dominant 2ql13 DCTNI1 4 Dynactin Puls et al., 2003 ; Munch et al., 2004
moteur inférieur
SLA classique et ) "Valosin Containing
Dominant VCP 4 Johnson et al., 2010

associée a des DFT

Protein"

DFT = Démences Fronto-Temporales

Tableau 2 : Récapitulatif des génes impliqués dans la SLA "adulte"

Les génes peuvent étre regroupés selon la fonction cellulaire des protéines pour lesquelles ils
codent. Les familles de protéines sont représentées selon un code couleur. Rose : protéines
impliquées dans une fonction catalytique, ici, la superoxyde dismutase 1 ; Bleu : protéines de
liaison a I’ADN/ARN (Fus et TDP-43); Vert: protéines impliquées dans le trafic ou le
transport vésiculaire (VAPB, FIG4, Optineurin et Dynactine) ; Violet : protéines a activité
angiogénique (I’angiogénine) et Jaune : protéines associées a la dégradation et au recyclage
des protéines (VCP).
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Le gene FUS :

Des mutations, essentiellement faux-sens, ont été identifiées dans le géne FUS (« Fused in
Sarcoma ») de la région chromosomique 16p12.1-q21 chez des patients présentant une SLA
classique a transmission autosomale dominante (Abalkhail et al., 2003; Ruddy et al., 2003;
Sapp et al., 2003; Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). Les ¢tudes de patients ont
permis d’établir que ces mutations concernaient 4% des SLAf. Les patients SLA avec des
mutations FUS développent souvent une SLA qui cible les motoneurones inférieurs, mais
quelques mutations ont €té associées avec des cas de SLA a démence fronto-temporale (Yan

etal.,2010).

Mode de Nombre de
Type de SLA transmission Locus Géne mutations Protéine Références
(autosomal) associées
JUVENILE :
SLA 2 : SLA typique,
S Eymard-Pierre et al.,
sclérose latérale
) 2002 ; Hadano et al.,
primitive, paraplégie Récessif 2q33-35 ALS 2 10 Alsin
2001 ; Yang et al., 2001
spastique héréditaire
; Kress at al., 2005
infantile
SLA4:SLAa ) )
) Dominant 9q34 SETX 3 Senataxin Chen YZ et al., 2004
progression trés lente
SLA5:SLA a Hentati et al., 1998 ;
) Récessif 15q15-21 SPG11 12 Spatacsine )
progression tres lente Orlacchio et al., 2010
SLA ASSOCIEE A
DES DFTs :
) Finlayson et al., 1973 ;
SLA DFT 1 adulte Dominant 9q21-22 Inconnu
Hosler et al., 2000
) ) ) Finlayson et al., 1973 ;
SLA DFT 2 juvénile Dominant 9p13.2-21.3 | Inconnu
Hosler et al., 2000

Tableau 3 : Récapitulatif des génes impliqués dans la SLA "juvénile" et les démences
fronto-temporales

Les genes sont classés selon la fonction cellulaire des protéines pour lesquelles ils codent.
Bleu : protéines de liaison a I’ADN/ARN (Sénataxine) ; Vert : protéines impliquées dans le
trafic ou le transport vésiculaire (Alsine et spatacsine).

Le gene FUS est un analogue fonctionnel de la protéine TDP-43 puisqu’il joue un role clef

dans la maturation des ARN messagers. De nombreuses mutations sont d’ailleurs situées dans
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la région codant pour la partie C-terminale de la protéine, requise pour sa liaison a I’ARN, ses
fonctions d’épissage et sa localisation nucléaire (Lagier-Tourenne et al., 2010). Comme pour
TDP-43, il reste encore a déterminer si la toxicité du mutant FUS est due a une perturbation
de ses fonctions de régulation du métabolisme de ’ARN et/ou a sa mauvaise localisation
cellulaire, la forme mutée de FUS étant retrouvée dans le cytoplasme des motoneurones de

patients atteints de SLA.

Le géne SETX :

La SLA 4 est définie comme une maladie du motoneurone, maladie autosomale dominante,
rare, qui se déclenche de maniére tres précoce, chez le jeune. A ce jour, trois mutations faux-
sens dans le géne codant pour la sénataxine y ont été associées (Chen et al., 2004).

La sénataxine est une hélicase ADN/ARN exprimée de maniére ubiquitaire, qui serait
impliquée dans la réparation des doubles brins d’ADN lors d’un stress oxydatif (Suraweera et
al., 2007). Cette protéine se lie également a ’ARN polymérase II et pourrait alors étre
impliquée dans la régulation transcriptionnelle. Aucun lien n’a été¢ fait a ce jour entre la

mutation, la fonction de cette protéine et le déclenchement de la SLA.

Les genes codant pour des protéines impliquées dans le trafic et le

transport vésiculaire

Le géne VAPB :

La région chromosomique 20q13.33, responsable de la SLA 8, a été isolée dans une famille
brésilienne qui présentait une forme de SLA autosomale dominante a progression lente
(Nishimura et al., 2004). Les individus de cette famille présentaient divers phénotypes décrits
comme SLA typique (progression rapide) ou comme SLA atypique avec prépondérance de
tremblements ou encore comme des cas d’amyotrophie spinale. Ces patients présentaient tous
une mutation faux-sens P56S dans le gene codant pour la protéine VAPB (« VAMP-
Associated Protein B ») (Nishimura et al., 2004). Plus récemment, chez un patient atteint de
SLA typique, il a été découvert une nouvelle mutation faux-sens, T46l, qui se situe dans une
région extrémement bien conservée de la protéine VAPB ou se situe déja la mutation P56S
(Chen et al., 2010). La prot¢ine VAPB est une protéine ubiquitaire, localisée dans le
réticulum endoplasmique. Cette structure s’associant aux microtubules fait suggérer que

VAPB jouerait un rdle dans le trafic vésiculaire.
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Le gene FIG4 :

En 2009, Chow et collaborateurs (Chow et al., 2009) ont identifi¢ dix mutations dans le géne
FIG4, affectant 2% des patients SLAf et touchant également des patients présentant une
sclérose latérale primitive. Il s’agit de mutations faux-sens, non-sens, d’insertions et de
deélétions. La mutation 41T de ce géne a également été isolée dans une neuropathie
démyélinisante chez ’enfant, la maladie de Charcot-Marie-Tooth IV (Chow et al., 2007).
FIG4 code pour une phosphatase phosphoinositide qui régule la synthése d’un lipide, le
phosphatidylinositol-3,5-biphosphate impliqué dans le transport rétrograde de vésicules
endosomales de ’appareil de Golgi (Rutherford et al., 2006). A ce jour, aucun lien n’a été fait

entre la mutation, la fonction de cette protéine et le déclenchement de la maladie.

Le géene DCTN 1 :

Une mutation G59S dans le géne codant pour la dynactine a initialement été trouvée chez une
famille de patients présentant une maladie du motoneurone proche de la SLA, de type
autosomale dominante a progression lente, entrainant une paralysie des cordes vocales. Par la
suite, trois autres mutations faux-sens ont ét¢ identifiées chez des patients présentant une SLA
classique (Puls et al., 2003; Munch et al., 2004). La dynactine est une protéine aux multiples
sous-unités, gérant la liaison entre la dynéine (moteur moléculaire) et les microtubules, et qui
est donc nécessaire pour le transport axonal rétrograde. La mutation G59S abolit la liaison de
la dynactine aux microtubules, ce qui se traduit par une perturbation du transport axonal tres
dommageable pour les motoneurones, trés dépendants de ce transport en raison de leur grande

taille.

Le géne Alsine :

La région chromosomique 2q33-35, ou se situe le géne Alsine, li¢ a la SLA2 a été identifié¢e
en 1994 avant la découverte des mutations dans le géne. La SLA2 est définie comme une
maladie des motoneurones a transmission autosomale récessive et qui se déclenche chez le
sujet jeune (Hentati et al., 1994).

Le géne Alsine, produit deux types de protéines apres épissage : une forme longue et une
forme courte. La majorité des mutations dans le géne Alsine sont des délétions qui aboutissent
a une version tronquée de la forme longue et/ou de la forme courte. Si les mutations affectent
a la fois les formes longue et courte de la protéine, le phénotype est celui d’une SLA juvénile,
alors que si les mutations touchent uniquement la forme longue, le phénotype est plus modéré

et correspond a une sclérose latérale primitive juvénile ou a une paraplégie spastique familiale
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de ’enfant. La diversité¢ des phénotypes observés selon les mutations a par ailleurs remis en
question I’appartenance du géne Alsine a la famille de génes responsables de la SLA (Hadano
et al.,2001; Yang et al., 2001; Devon et al., 2003; Gros-Louis ef al., 2003; Eymard-Pierre et
al., 2006; Panzeri et al., 2006).

La protéine Alsine est localisée a la surface cytosolique des membranes des endosomes et agit
comme un facteur d’échange de guanine pour Rab5 (petite GTPase des endosomes précoces),
et serait donc impliquée dans le trafic vésiculaire et 1’organisation du cytosquelette (Otomo ef
al., 2003). Pour I’instant, le mécanisme d’action de 1’alsine mutée dans la SLA n’est pas

connu.

Le gene SPG 11 :

La SLAS5 est une maladie autosomale récessive du motoneurone qui a été associée a des
mutations dans le géne codant pour la spatacsine. Douze mutations, majoritairement non-sens
ou décalant le cadre de lecture, ont été identifiées (Orlacchio et al., 2010). La spatacsine
contient quatre domaines transmembranaires, ce qui suggere qu’elle serait un récepteur ou un
transporteur. Son role physiopathologique reste inconnu, mais elle pourrait étre impliquée

dans le transport axonal (Salinas et al., 2008).

Le gene OPTN :

Un autre gene récemment identifié chez des patients SLA code pour 1’optineurine. Trois
mutations dont une mutation dominante faux-sens E478G, une mutation récessive non-sens
homozygote Q398X et une délétion récessive homozygote ont été identifiées chez des patients
SLA (Maruyama et al., 2010). Le phénotype clinique correspond a une mutation a
progression lente. L optineurine a été retrouvée dans les inclusions a hyaline et « skeun like »
et est également présente dans les inclusions TDP-43 et/ou SODI1 positives, ce qui suggere
que cette protéine mutée pourrait partager un mécanisme de pathogénicité avec d’autres SLA.
Cette protéine régule de nombreuses fonctions comme I’inhibition du facteur nucléaire NF-
kB, facteur de transcription régulant la mort cellulaire. Elle participe également au maintien
du complexe golgien, au trafic membranaire, ainsi qu’au processus d’exocytose en
interagissant avec la myosine et Rab8, petite protéine GTPase. Contrairement a la protéine
sauvage, la forme mutée E478G du géne forme des inclusions cytoplasmiques, ce qui pourrait

perturber le fonctionnement cellulaire.
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Le gene ANG codant pour une protéine a fonction angiogénique
En 2003, des études ont montré que des mutations dans le géne codant pour le VEGF
pouvaient représenter des facteurs de susceptibilit¢ dans des cas de SLAs. Ces données ont
conduit en 2004 a étudier si 1’angiogénine, un effecteur en aval de VEGF, pouvait présenter
des formes mutées dans des cas de SLA. Quinze mutations a transmission autosomale
dominante ont été identifiées dans ce géne (Wu et al., 2007; Gellera et al., 2008; Paubel ef al.,
2008; Millecamps et al., 2010). L’angiogénine appartient & la famille des ribonucléases
pancréatiques et possede diverses fonctions cellulaires. Elle stimule la transcription des ARN
de transfert, la formation des ribosomes, la traduction des protéines, la prolifération cellulaire
et I’angiogenese (Moroianu & Riordan, 1994; Smith & Raines, 2006). Des travaux in vitro
ont montré que I’angiogénine protégeait les motoneurones de la mort induite par différents
stress cellulaires comme la privation de facteurs trophiques, le stress du réticulum
endoplasmique ou I’hypoxie (Kieran et al., 2008), alors que 1’angiogénine mutée perdrait
cette capacité (Sebastia et al., 2009). Par ailleurs, la surexpression d’angiogénine mutée
affecte la croissance neuritique et la survie des motoneurones in vitro (Subramanian & Feng,

2007; Subramanian et al., 2008).

Le gene VCP codant pour une protéine impliquée dans la dégradation
des protéines
Quatre mutations, R191Q, R159G, D592N et R155H dans le géne VCP (« Valosin Containing
Protein ») ont récemment été identifiées dans une famille italienne. La fréquence de ces
mutations représente environ 2% des SLAs (Johnson et al., 2010). La majorité des patients
présentait une SLA classique qui débutait principalement au niveau des membres inférieurs ;
une minorité présentait une SLA associée a une démence fronto-temporale.
Ce gene code pour un membre conservé de la famille des ATPase AAA+; sa fonction
principale est de réguler I’homéostasie protéique. Celle-ci participe a la dégradation associée
au systéme ubiquitine protéasome, mais également au processus d’autophagie et a la
naissance des organelles (Shaw, 2010).
Des inclusions TDP-43 sont visibles dans les neurones des patients SLA « VCP ». Cette
observation est intéressante car il a été montré in vitro et in vivo que la surexpression de la
protéine VCP mutée induisait une redistribution de TDP-43 du noyau vers le cytoplasme
(Gitcho et al., 2009). La toxicité de VCP pourrait donc dépendre d’une mauvaise localisation

de TDP-43. Les mutations de VCP pourraient également perturber sa fonction de dégradation
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des protéines et aboutir a une accumulation de protéines ubiquitinylées (van der Zee et al.,

2009).

SODI1 FUS SODI1
VCP TARDBP ALSIN
UBQLN2 SETX APEX1
DAO ANG HFE
OPTN x SMN \1, / PON
. Traitement
Agrégation Stress
. anormal de .
protéique I ARN Oxydatif
SODl Dysfonctions Dégénérescence Perturbations €=
DCTN v q g H K . SOD1
PRPH axonales des motoneurones mitochondriales
SPG / T \
Perturbations Activation
; . . . Apoptose
métaboliques microgliale \
SOD1 SOD1
VAPB VAPB
SIGMARI 58]12;] VCP
DAO FIG4
HFE DAO

Figure 4 : Interaction des différentes voies moléculaires dans les neurones moteurs : les
causes de la SLA

Les cellules microgliales activent une cascade inflammatoire via la sécrétion de cytokines.
Les astrocytes conduisent a altérer les motoneurones par la libération de médiateurs
inflammatoires tels que 1'oxyde nitrique et la prostaglandine E2. L'accumulation de radicaux
superoxydes et le stress oxydatif, le traitement anormal de I'ARN, le mauvais repliement des
protéines et des protéines insolubles peut provoquer la dégénérescence des motoneurones
dans la SLA. L’agrégation protéique peut conduire au stress du réticulum endoplasmique avec
un trafic endosomal défectueux et des dommages mitochondriaux, ce qui peut entrainer une
perturbation de ces organelles et activer des voies autophagiques et I'apoptose. Les anomalies
du transport axonal peuvent conduire & un déficit d'énergie axonal avec une croissance
axonale défectueuse et des dysfonctions axonales. Les dysfonctions axonales, 1’angiogénése
défectueuse et les troubles métaboliques peuvent contribuer a la dégénérescence des
motoneurones dans la SLA. D’apres (Chen et al., 2013).

L’ensemble de ces genes liés a la SLA cible cinq fonctions importantes pour la survie
cellulaire (Figure 4). Les motoneurones, en tant que cellules de grande taille, ont besoin d’une
lourde machinerie pour leur fonctionnement, des systetmes de production d’ARNm et de

protéines constants, ainsi qu’un systéme de transport vésiculaire efficace. Ils doivent en outre
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étre préservés de stress cellulaires, tels que I’accumulation de protéines ou de composants
oxydants. Pour l’instant, bien que de nouvelles pieces du puzzle soient découvertes
réguliérement, il est encore difficile de comprendre par quels mécanismes I’ensemble de ces

genes peut entrainer la mort du motoneurone.

3 - La répétition de I’hexanucléotide C9ORF72

La SLA, dans la trés grande majorité des cas, n’est pas familiale. Depuis 2006, des éléments
soutiennent I’hypothése qu’un geéne situé sur le chromosome 9 pourrait étre responsable des
cas familiaux de SLA associés a des troubles cognitifs. De nombreuses équipes
internationales se sont alors engagées dans la quéte du gene responsable situé dans cette
région du chromosome 9. C’est finalement en 2011 (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton
et al., 2011) qu’est venue la découverte majeure de I’implication d’un géne, COORF72. Cette
anomalie est retrouvée dans 46% des cas familiaux de SLA et dans 21,1% des cas sporadiques
de SLA dans une population finlandaise de patients (Renton et al., 2011). Dans une
population francaise de patients SLA, cette mutation est présente dans 46% des cas de SLAf
et 8% des cas de SLAs (Millecamps ef al., 2012). L’anomalie génétique est inhabituelle, et
c’est la raison pour laquelle le temps de la détecter a été relativement long. Il s’agit de la
répétition de six bases (GGGGCC) qui ont la particularit¢ de se situer dans des régions
introniques non codantes du géne. Chez les individus sains, cette séquence est répétée deux a
cinq fois. Elle est rarement répétée plus de cinq fois et elle n’est jamais répétée plus de trente
fois. La taille de la répétition chez les patients SLA reste incertaine, mais il est probable
qu’elle soit répétée plusieurs centaines de fois voire plusieurs milliers de fois (Robberecht &
Philips, 2013). Les anomalies qu’entraine cette modification du geéne est une question qui
n’est pas encore résolue. Notamment, la fonction normale du gene n’est pas connue. La
protéine C9ORF72 serait probablement cytoplasmique. Une conséquence de la modification
du geéne pourrait étre une perturbation des ARN. Cette répétition est €galement retrouvée dans
des cas de dégénérescence du lobe fronto-temporal (FTLD) (Robberecht & Philips, 2013). 11
est probable que cette anomalie puisse s’exprimer d’un point de vue phénotypique soit par
une SLA typique, SLA avec troubles cognitifs de type frontaux, soit par une DFT. Les raisons

qui conduisent la méme anomalie a cette diversité phénotypique ne sont pas ¢lucidées.
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II - Les modéles d’étude de la SLA
(Tableaux 4 et 5)

\

De part sa complexité et sa progression rapide, la SLA est une maladie difficile a
diagnostiquer. Les recherches sur les patients sont donc compliquées et ne peuvent
s’effectuer, pour la majorité que post mortem. L’étude de modeles animaux reproduisant la
maladie permet de comprendre et de définir les mécanismes pouvant aboutir a la mort des
motoneurones. De nombreux modéeles animaux sont utilisés, chacun présentant des
caractéristiques distinctes et donc des avantages et des inconvénients distincts. Les souris
transgéniques ont été développées a partir des genes identifiés dans les SLAT et font partie des
modeles les plus utilisés. Pour chaque modele, nous décrirons les symptomes in vivo et les

caractéristiques associées.

A - Les modéles murins
1 - Les souris SOD1

En 1993, les travaux de Rosen et collaborateurs ont montré que des mutations dans le geéne
SOD1 codant pour la superoxyde dismutase 1 étaient retrouvées dans 20% des cas familiaux
de SLA. Environ 150 mutations ont été mises en évidence dans ce gene a ce jour. La SODI
est une métalloenzyme cytosolique ubiquitaire dont la fonction est de catalyser la dismutation
des ions superoxyde (O;’), toxiques pour la cellule. Les premiers travaux ont cherché a
identifier si les mutations de la SOD1 entrainaient un gain ou une perte de fonction, et a

développer, a I’aide de la transgénése, un modele animal de la maladie.

a) La souris déficiente en SOD1
L’ensemble des mutations SOD1, réparties tout au long des cinq exons du geéne et conduisant
toutes au méme syndrome neurologique, pouvait suggérer qu’une perte de fonction de la
protéine SOD1 était a 1’origine de la pathologie. Des souris homozygotes déficientes pour la
SODI1 ont été produites deés 1996 (Reaume et al., 1996; Ho et al., 1998). Ces souris se sont
montrées plus sensibles que les souris sauvages a différents stress comme 1’axotomie
(Reaume ef al., 1996) ou la toxicité induite par certains pesticides (Ho et al., 1998). En outre,
ces souris ne présentent que peu de déficits moteurs, a 1’exception d’une axonopathie
périphérique chronique liée a 1’dge, une sarcopénie, c’est-a-dire une perte musculaire
accélérée au profit de la masse adipeuse, ainsi qu'une dénervation des muscles des pattes

arriere (50% a quatre mois et totale a dix-huit mois).
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Cependant, ces souris ne présentent pas de perte motoneuronale ni de symptome moteur
analogues a ceux de la SLA (Flood et al., 1999; Sheftner et al., 1999; Muller et al., 2006;
Fischer & Glass, 2007). Ces résultats ne permettent pas d’exclure les effets déléteres de la
perte de fonction de la protéine SOD1 sur les fonctions motrices, mais il est difficile de lier

cette perte de fonction a la SLA.

b) Les souris mutantes SOD1 transgéniques
La découverte de mutations dans le géne SOD1 a conduit au développement de nombreuses
souris transgéniques exprimant de fagon constitutive une forme mutée de la SOD1 humaine
(Gurney et al, 1994). A T’inverse des souris déficientes en protéine SODI, ces souris
présentent des symptomes moteurs plus proches de ceux observés dans la SLA. La durée de
progression de la maladie et le temps de latence varient en fonction des mutations, du nombre
de copie du gene, de la stabilité et de 1’activité de la SOD1 mutée. Quinze lignées différentes
de souris transgéniques portant des mutations sur le géne SOD1 ont été produites, mais les
modéles les plus utilisés en recherche sont les souris transgéniques SOD19**, SOD19%},

SOD1% R ¢t SODYBR,

Les souris SOD 1%

1994 est le plus couramment utilisé en recherche

Le modéle de souris transgénique SOD
fondamentale, particulierement les lignées exprimant de nombreuses copies de SOD1 mutée
(SODIG%Ahigh), développant rapidement les symptomes de la maladie.

Ces souris a nombreuses copies (vingt-cinq), développées par Gurney et collaborateurs,
(Gurney et al., 1994) présentent une séquence d’évenements bien reproductible. Au dixiéme
jour postnatal (P10), les souris mutantes présentent un retard dans le réflexe de redressement
postural et des erreurs de placement des membres antérieurs (van Zundert et al., 2008).
Autour du troisiéme mois, on peut détecter des tremblements des pattes arricre et une
faiblesse musculaire, que 1’on assimile au point de déclenchement de la maladie. Ces
symptdmes coincident avec des déficits moteurs, une hyperéflexivité, une amyotrophie et une
paralysie progressive. Les souris présentent alors des difficultés pour se mouvoir et se nourrir.
Elles meurent prématurément entre quatre et cinq mois (Shibata, 2001). D’un point de vue
cellulaire, les jonctions neuromusculaires sont dénervées entre quarante et cinquante jours,

mais seulement dans les muscles innervés par une sous-population de motoneurones appelés

vulnérables (¢f 1V) (Fischer et al., 2004; Pun ef al., 2006). La perte d’axones proximaux est
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maximale a partir de quatre-vingt jours, coincidant avec 1’apparition des problémes moteurs,
et suivie par une perte de la moiti¢ des neurones moteurs a cent jours (Fischer et al., 2004).
L’implication des neurones moteurs du cortex et du tronc cérébral dans ce modele a
longtemps ¢été négligée. Pourtant, on a pu noter une atrophie de la moelle épiniére et des
noyaux du tronc cérébral a des stades avancés de la maladie (Shibata, 2001). Comme chez les
patients, une perte d’environ 30% des neurones des noyaux moteurs du tronc cérébral a été
quantifiée aux stades finaux de la maladie chez ces souris (Lever et al., 2009; Ferrucci et al.,
2010). De plus, une étude récente a montré qu’une dégénérescence des neurones moteurs de
la couche 5 du cortex deés 60 jours aboutissait a une perte d’environ 50% de ces cellules
autour de cent jours (Ozdinler ef al., 2011).

Une microgliose ainsi qu’une astrocytose se développent respectivement a partir de trente et
cinquante jours dans la moelle épini¢ére de ces souris, et augmentent de fagcon progressive
jusqu’a la mort (Fischer ef al., 2004; Saxena et al., 2009). A partir de soixante jours post-
nataux, on observe une rupture partielle de la barriere hémato-encéphalique et une diminution
du flux sanguin (Zhong et al., 2008). Des changements morphologiques et moléculaires dans
les motoneurones ont ¢galement été décrits chez ces souris ; des le trentieme jour, on observe
une fragmentation de I’appareil de Golgi, une dilatation du réticulum endoplasmique et des
mitochondries, entrainant 1’apparition de nombreuses vacuoles dans les motoneurones. Bien
avant les premiers symptomes, il a été montré des dysfonctionnements de la fonction
mitochondriale (Duffy et al., 2011), du réticulum endoplasmique (Nassif et al., 2010) et du
transport axonal (De Vos et al., 2008). Une accumulation de protéines et d’ubiquitine peut
étre détectée a des stades asymptomatiques et augmente tout au long de la progression de la
maladie (Saxena et al., 2009). Au déclenchement de la maladie, les motoneurones sont
atrophiés et présentent des inclusions positives aux neurofilaments et des inclusions
ubiquitinylées contenant la protéine SOD1 mutée, caractéristiques également retrouvées chez
certains patients (Dal Canto & Gurney, 1995; Shibata ef al., 1998).

La sévérité¢ de la maladie chez les souris est proportionnelle au nombre de copies de la
SOD19#, Des lignées exprimant un faible taux de SOD1 mutées ont également &té
développées. Selon le nombre de copies de ces lignées, le déclenchement de la maladie chez
ces souris apparait entre six et dix mois et la durée de la maladie est assez longue, puisqu’elle
s’étend entre deux et quatre mois (Dal Canto & Gurney, 1997; Gurney, 1997). Ce modele est

. e \ GI3A .
cependant moins utilisé¢ que le modele SOD1 a nombreuses copies.
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Figure S : Séquence d'apparition des événements cliniques et neuropathologiques chez
les souris SQD1%3Ahigh

Evolution au niveau phénotypique, clinique, cellulaire et moléculaire de la maladie chez les
souris SOD197AMe" " [ es différents stades de la maladie sont définis comme : stade
asymptomatique (de 0 a 60 jours postnatal), stade présymptomatique (de 60 a 90 jours
postnatal), et stade symptomatique (a partir de 90 jours et jusqu’a la mort de la souris a partir
de 120 jours). 90 jours est le point de déclenchement de la maladie. D’un point de vue
phénotypique, les souris SOD1%* présentent au déclenchement de la maladie, une anomalie
dans le reflexe des pattes arriére par rapport aux souris controles. En effet, celles-ci rétractent
leurs pattes arriere vers le tronc lorsqu’elles sont tendues par la queue, alors que chez les
souris controles, les pattes restent tendues. Leur force motrice diminue au cours du temps
(courbe rouge), et cela s’accompagne de tremblement des pattes arriere a 90 jours et d’une
paralysie a partir de 100 jours. Elles s’affaissent alors au niveau des pattes arriere (cf
phénotype) puis au niveau des pattes avant, ce qui les empéche de se déplacer et de se nourrir.
D’un point de vue cellulaire, on observe une perte de motoneurones (courbe verte) et une
augmentation de I’activation gliale (courbe bleue). La mise en place de la mort des
motoneurones commence tres tot (environ 45 jours) par la dénervation d’une sous-population
de motoneurones dits « vulnérables », les motoneurones FF, puis par la dénervation massive
des motoneurones dits « résistants », les motoneurones FR (vers 80 jours), ce qui menera a la
perte axonale puis motoneuronale & 100 jours. D’un point de vue cellulaire, la caractéristique
majeure est 1’augmentation de la proportion d’agrégats au cours de la progression de la
maladie (courbe violette), concomitante a [’apparition de dysfonctionnements des
motoneurones tels que des vacuolisations de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique,
le stress du RE, des défauts dans le transport axonal, et dans le systéme ubiquitine
protéasome, aboutissant a 1’apoptose.

lllustration adaptée de (Turner & Talbot, 2008).
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Les souris SOD1%"®

Il a été montré par des travaux in vitro que la mutation SOD1%™® est celle qui conduit 4 la
plus grande augmentation de 1’activité¢ dismutase de la SOD1 (Wong ef al., 1995). Les souris

porteuses de la mutation SOD1%*™®

présentent des symptomes moteurs similaires a ceux de la
SOD19®* 4 partir de cing mois. La progression de la maladie est rapide avec une mort
survenant autour des six mois (Wong et al., 1995). La paralysie s’accompagne d’une perte des
motoneurones de la corne ventrale des parties cervicale, thoracique et lombaire de la moelle

O ror - 93A
épiniere et du tronc cérébral. Comme les souris SOD1¢

, ces souris présentent une
pathologie des vacuoles qui se traduit par leurs présences liées a la membrane, probablement
dérivées des mitochondries, dans les axones et les dendrites. De plus, une astrogliose est

retrouvée dans ces modeles animaux, le long de la moelle épinicre.

Les souris SOD1°%"

A T’inverse des deux modéles précédents, la mutation SOD19%®

induit une pathologie a des
niveaux faibles d’expression de la protéine SOD1 mutée, li€s a son instabilité (Fukada et al.,
2001; Turner & Talbot, 2008). Ce modele murin présente une activité dismutase négligeable
qui semble attribuable a une faible liaison au cuivre. Les souris SOD19%® présentent une
pathologie du motoneurone a déclenchement tardif, autour de huit a dix mois. Une fois la
maladie déclenchée, la progression est rapide ; en deux semaines, 40% des motoneurones
dégénerent ce qui conduit a une paralysie totale (Bruijn et al., 1997). Deux types d’inclusions
sont retrouvés bien avant I’apparition des symptdmes dans les motoneurones et les cellules
gliales de ces souris : des inclusions ubiquitinylées et des inclusions protéiques de SOD1. Par

ailleurs, une perte de GLT1, un transporteur glial du glutamate, fait apparaitre 1’hypothése de

I’implication d’un processus d’excitotoxicité dans la maladie.

Les souris SOD17%®
Ces modeles de souris transgéniques surexpriment la forme mutée G86R de la SODI et sont
I’équivalent murin de la SOD]9%® (Ripps et al., 1995). Ces animaux développent une
faiblesse musculaire progressant vers une paralysie et aboutissant a la mort vers cent vingt
jours (Ripps et al., 1995). Aux stades terminaux, il est observé une perte de motoneurones et

d’interneurones, des accumulations cytoplasmiques de neurofilaments et une astrocytose

(Morrison et al., 1996).
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Autres modeles murins SODI1 mutants (moins utilisés)
La mutation A4V ¢étant la plus fréquente chez les patients SLAf « SOD1 mutée », des souris

surexprimant la mutation SOD14*Y

ont été créées. Chez les patients, cette mutation présente
un caractere tres agressif, ce qui laissait supposer un modele de la maladie foudroyant. D’une
maniére inattendue, ces souris ne développent pas de phénotype moteur et seuls quelques
symptomes de la SLA sont retrouvés chez des souris trés dgées (Siddique & Deng, 1996). En

: A4V
revanche, les souris SODI1

crois€ées avec des souris surexprimant la SODI sauvage
humaine développent un phénotype SLA (Deng ef al., 2006), qui pourrait s’expliquer par une
hétérodimérisation de la SODI mutée et sauvage qui stabiliserait la forme mutée A4V et
conduirait a une toxicité.

Des souris surexprimant des formes tronquées de la SOD1 humaine en C-terminal ont été
développées. Ces souris, SOD1M%% SOD1H1#6¢!TT ot SOD19177% présentent une maladie a
déclenchement tardif, aux alentours de sept a neuf mois avec une progression rapide et 1étale
vers dix mois (Jonsson et al., 2004; Wang et al., 2005; Watanabe et al., 2005; Deng et al.,
2006). Ces souris expriment un faible niveau de SOD1 mutées et présentent des inclusions
SODI1 insolubles aux détergents dans la moelle épinicre et les compartiments somato-

dendritiques. La progression de la maladie s’accompagne ¢galement d’une perte de

motoneurones et d’une astrogliose.

¢) Les souris transgéniques pour la SOD1 sauvage : SOD1™"
Les souris transgéniques surexprimant une forme mutée de la SOD1 n’ont été validées comme
modeles de SLA qu’apres avoir vérifié que ce n’était pas la surexpression elle-méme de la
SOD1 humaine non mutée qui pouvait entrainer la maladie. A 1origine, les souris

surexprimant la sop1™"

ont ¢t¢ développées comme modeles du syndrome de Down, et
semblaient phénotypiquement normales (Epstein et al., 1987). Lorsqu’elles ont été étudiées en
paralléle des modeles souris exprimant la SOD1 mutée, il a été observé qu’elles présentaient
une pathologie vacuolaire, une perte axonale et une dégénérescence des neurones moteurs de
la moelle épiniére, mais seulement chez des animaux agés de deux ans ou plus (Dal Canto &
Gurney, 1995; Jaarsma et al., 2000; Jonsson et al., 2006). Bien qu’on ne puisse nier que la
surexpression de la SOD1 humaine cause des dégénérescences motrices, leur apparition tres

tardive ne permet pas de les définir comme des SLA.
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Mutation de Age de d?::,wtl;e
Modéle | la protéine Fonction générale déclenchement Durée Caractéristiques /SS Oli)lse Publication
humaine (mois) |
endogéne
Inclusions
Superoxyde dismutase SOD+/Ubiquitine (Ub+);
Souris GI3A, 1, catalyse de la [vacuolisations ; perte des
nombreuses dismutation des ions 3-4 1 - 2 mois neurones moteurs 11 a 13 fois [(Gurney ef al., 1994)
SOD1 - . ) -
copies (18 a 25) | superoxydes, néfastes supérieurs (S) et
pour la cellule inférieurs (I) , activation
gliale
Superoxyde dismutase GIL (8): 6-8
G93A. faible 1, catalyse de la Peu de pathologie (Dal Canto &
D4, 11DICS 1 jismutation des ions | G5/G5 (10) : 10 |2 - 3 mois [vacuolaire contrairement 7 Gurney, 1995; 1997;
copies (2 a 10) A .
superoxydes, néfastes aux nombreuses copies Gurney, 1997)
pour la cellule G20 (2):>10 |3 - 4 mois 1,6
Superoxyde dismutase Agrégation SODI,
1, catalyse de la vacuolisation
G37R dismutation des ions 5 1 mois mitochondriale, perte 14,5 fois | (Wong et al., 1995)
superoxydes, néfastes des neurones moteurs S
pour la cellule et | ; activation gliale
Superoxyde dismutase Inclusions SOD1 Ub+
L, catalyse de la dans les motoneurones
G85R dismutation des ions 8-10 15 jours A 0 (Bruijn et al., 1997)
. et les astrocytes ; perte
superoxydes, néfastes
de motoneurones
pour la cellule
Superoxyde dismutase Accumulation de
G86R (forme 1, catalyse de la neurofilaments dans les
murine de dismutation des ions 3-4 1 mois motoneurones, 0 (Ripps et al., 1995)
G85R) superoxydes, néfastes activation gliale, perte
pour la cellule des motoneurones S et |
L126X, Superoxyde dismutase (Jonsson et al.
L126delTT, 1, catalyse de la Inclusions SOD1 ; perte ) >
. . . . ) 2004; Wang et al.,
G127X (forme | dismutation des ions 7-9 1 mois de motoneurones ; 0 ’
) , . . 2005; Watanabe et
tronquée en C- | superoxydes, néfastes activation gliale
. al., 2005)
terminal) pour la cellule
H46R, . H46R : 5 1 mois 0
HA6R/H4S, S“plerz’;‘é ?es‘i‘fir:}‘;ase HA46R/H48 : 4 - Inclusions SOD1+ et (Wang et al., 2002;
H46R/H48Q)/ disr;wtati(})]n des ions 6 Ub+ ; perte de Wang et al., 2003;
H63G/H120G supcroxvdes. néfastes H46R/H48Q/H6 - motoneurones I, peu de - Chang-Hong et al.,
(déplétée en | SUPETOXYECS, 3G/HI120G : § - vacuolisation 2005)
X pour la cellule - -
métal) 12
Superoxyde dismutase Agrégats SOD1+ et
Rat 1, catalyse de la Ub+ ;Perte des (Nagai et al., 2001,
G93A dismutation des ions 4 10 jours motoneurones, 8 fois Howland et al.,
SOD1 R ..
superoxydes, néfastes vacuolisation ; 2002)
pour la cellule activation gliale
Superoxyde dismutase
1, catalyse de la Agrégats SODI ; perte
H46R dismutation des ions 5 25 jours de motoneurones ; 0,2 fois (Nagai et al., 2001)

superoxydes, néfastes
pour la cellule

activation gliale

Tableau 4 : Les modeles souris et rat surexprimant la SOD1 mutée

Caractéristiques principales des différents modeles murins surexprimant une forme mutée de
la SODI. Selon le niveau d’expression de la SOD1 mutée, le phénotype clinique sera plus ou
moins rapide. Ces animaux montrent en général une perte de neurones moteurs, des
inclusions, une activation gliale et une progression assez rapide de la maladie apres le
déclenchement des symptomes.
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L’ensemble des données sur les différentes souris SOD1 indique que des seuils intermédiaires
de I’expression de SOD1 sont essentiels dans le maintien a long terme des neurones moteurs
et de leurs connexions axonales. La découverte de mutations liées a la SLA dans d’autres
genes a amen¢ a la création de nouveaux modeles murins de SLA, qui permettront de définir

des ¢léments de toxicité communs et importants pour la dégénérescence des motoneurones.

2 - Les souris TDP-43

a) Les souris déficientes en TDP-43
Les souris homozygotes déficientes en TDP-43 ne sont pas viables et meurent au stade
embryonnaire a sept jours et demi, ce qui prouve la fonction essentielle de cette protéine au
cours du développement (Kraemer et al., 2010; Sephton et al., 2010; Wu et al., 2010). Les
souris hétérozygotes pour TDP-43 présentent une faiblesse musculaire tardive et subtile,
mesurée par le test de la force de prise, mais aucun symptome d’une pathologie
motoneuronale (Kraemer et al., 2010). Par conséquent, elles ne semblent pas constituer un

bon modele d’étude de la SLA.

b) Les souris surexprimant la protéine TDP-43 sauvage ou mutée
Plusieurs groupes ont développé des souris surexprimant la protéine TDP-43, soit sauvage,

soit mutée, sous différents promoteurs.

Les souris surexprimant la protéine TDP-43 nr

Des souris transgéniques surexprimant la forme sauvage de TDP-43 sous le promoteur
neuronal Thy-1 ou prion ont ét¢ développées (Stallings ef al., 2010; Wils et al., 2010; Xu et
al., 2010). De maniére générale, la surexpression de TDP-43 sauvage peut provoquer une
dégénérescence neuronale et une mort dose-dépendantes. En effet, les souris de Wils et Xu,
qui expriment la protéine TDP-43 sauvage a forte dose sous le promoteur prion ou Thy-1
meurent entre un et deux mois (Wils et al, 2010; Xu et al., 2010), alors que les souris
présentant un niveau d’expression plus faible de TDP-43 ne développent pas de symptomes
moteurs avant quatre mois (Wils ef al., 2010), voire aucun, méme a un age avancé (Stallings

etal.,2010).

Les souris surexprimant des formes mutées de TDP-43

Deux souris transgéniques surexprimant la forme mutée humaine TDP-43*"T et TDP-

43M37V " sous le contrdle du promoteur prion ont été créées (Wegorzewska et al., 2009;
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Stallings et al., 2010). Selon les lignées, ces souris ont un phénotype moteur apparaissant
entre deux et quatre mois et ont une survie moyenne de trois a cinq mois (Wegorzewska et al.,
2009). Les souris mutantes présentent une faiblesse particulierement importante au niveau des
membres inférieurs, une réduction de la force d’accroche et de la longueur des pas. De
nombreux défauts tissulaires ont été observés, comme des fibres musculaires atrophiées et
angulaires, correspondant a une dénervation, ainsi qu’une astrogliose. Elles présentent,
comme chez les patients, des agrégats ubiquitinylés dans la couche IV du cortex frontal, ainsi
que dans les motoneurones de la moelle épiniere. La forme clivée TDP-43 observée chez des
patients SLA est également retrouvée dans le cerveau et la moelle épiniere des souris TDP-
438357 De plus, comme chez les patients (Igaz et al., 2008), TDP-43 est présent dans le
cytoplasme des motoneurones, mais seule sa forme phosphorylée colocalise avec les agrégats
de protéines ubiquitinylées. Au stade final de la maladie, ces souris présentent une atrophie

des axones et des fibres musculaires, ainsi qu’une perte d’environ 20% des motoneurones

(Wegorzewska et al., 2009).

3 — Les souris VAPB

En 2010, ont été crées des souris surexprimant la forme sauvage ou mutée (P56S) de VAPB
sous le promoteur du géne prion (Tudor et al., 2010). Des inclusions VAPB™ sont
observées chez les souris mutantes dans le cerveau et la moelle épinic¢re. Divers tests de
comportement et des facultés motrices n’ont pas permis de détecter de phénotype moteur chez
la souris VAPBY" et VAPB™® jusqu’a I’4ge de deux ans. A dix-huit mois, les souris
VAPB"® présentent des inclusions ubiquitinylées cytoplasmiques dans les neurones moteurs
du cerveau et dans les motoneurones de la moelle épinicre. Par ailleurs, des inclusions

cytoplasmiques larges et granulaires de TDP-43 sont retrouvées chez les souris VAPB™®

, et
colocalisent avec les inclusions ubiquitinylées. Aucune forme clivée de TDP-43 n’est

retrouvée dans le cerveau ou la moelle épiniére de ces souris.

4 — La souris Alsine
La mutation du géne Alsine liée a la SLA est de type autosomale récessive. Afin d’établir un
modele murin, quatre équipes ont produit des souris déficientes en alsine (Cai ef al., 2005a;
Devon et al., 2006, Hadano et al., 2006; Gros-Louis et al., 2008). L’ensemble de ces études
montre que la délétion génétique d’alsine ne produit pas de phénotype moteur sévere.

Cependant, Cai et collaborateurs ont observé que ces souris présentaient des problémes de
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coordination motrice liés a I’age, et d’un point de vue tissulaire, Hadano et collaborateurs ont
montré une perte progressive des cellules du cervelet, une réduction des axones moteurs
ventraux, une astrogliose et des déficits dans le trafic endosomal, ces signes pathologiques
apparaissant seulement chez les souris agées. Enfin, un dernier groupe a observé une
dégénérescence des axones de la voie corticospinale ainsi que des défauts dans le transport

axonal des souris alsine-/- (Gros-Louis et al., 2008).

De nombreux modé¢les de souris transgéniques ont ét¢ développés, mais actuellement, les
modéles SOD19*4, SOD19%® et SOD1%*"™® sont les plus convaincants et les plus utilisés.
Toutefois, notons que le modele souris reste trés €loigné de I’homme, et donc, sa portée reste
limitée. Pour mieux comprendre la SLA, il est nécessaire d’utiliser différents modeles,

notamment le modéle rat.

B - Autres modeles de SLA in vivo
1 - Le modgele rat
Le mode¢le rat est un meilleur modele mammifére que la souris, car il permet des approches
expérimentales plus larges, comme 1’administration aisée de drogues en intrathécal en raison
de sa grande taille, la transplantation de cellules souches, un échantillonnage plus grand de
fluide cérébrospinal et la microchirurgie. Le rat est également utilisé afin d’étudier 1’efficacité
thérapeutique et/ou la toxicité de divers composés. Son utilisation comme modele reste
cependant limité, car les rats transgéniques restent nettement plus difficiles a produire que les

souris transgéniques.

a) Les rats SOD1¢%3
Deux équipes ont développé des rats surexprimant le SOD19**. Ces lignées développent des
symptomes moteurs tres rapidement. Le déclenchement de la maladie apparait vers 115-120
jours et se caractérise par une posture anormale des pattes arriére, une faiblesse musculaire
(activité spontanée diminuée) et une perte de poids (Nagai et al., 2001; Howland et al., 2002).
Le stade final de la maladie est atteint en moyenne huit & onze jours apres les premiers
symptomes. En général, la paralysie est d’abord asymétrique puis atteint le second membre en
deux jours. D’un point de vue histologique, les fibres musculaires sont atrophiées ; les
neurones moteurs de la moelle épiniere, du tronc cérébral et du cortex présentent des

vacuolisations a cent jours et des agrégats positifs pour la SODI et I'ubiquitine au
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déclenchement de la maladie. La moitié¢ des neurones moteurs sont perdus a cent vingt jours

(Nagai et al., 2001; Howland et al., 2002).

b) Les rats SOD1"4R
Ces rats présentent, comme chez les souris, une activité faible de la SOD1 par rapport aux
controles, liée a une diminution de la liaison au cuivre. Ces rats développent également une
pathologie du motoneurone, un peu plus tardive que chez les rats SOD19%*. Le début de la
maladie se situe autour de cent quarante cinq jours et la durée de la maladie est d’environ
vingt-cinq jours (Nagai ef al., 2001). Les motoneurones présentent une importante proportion
d’agrégats. Par ailleurs, il est observé une augmentation d’astrocytes et de microglie activés,

ainsi qu’une perte des motoneurones a partir de cent cinquante jours.

¢) Les rats TDP-43
Comme chez les souris transgéniques, I’expression constitutive du mutant TDP-43M*"V chez
les rats induit un phénotype extrémement rapide (paralysie a vingt jours), ne permettant pas
une reproduction des fondateurs de la colonie (Zhou et al., 2010). Pour pallier ce probléme,
les auteurs ont utilisé un systéme d’induction a la tétracycline/doxycycline afin de contrdler
I’expression temporelle de TDP-43 mutée. Avec ce systéme, ils peuvent induire 1’expression
du géne muté tdp-43 en période postnatale et non plus dés la période embryonnaire. Ces rats
mutants développent des symptomes moteurs (définis dans cette étude par la réduction du
temps de maintien sur le rotarod) autour de trente-cinq a quarante jours et survivent environ
cinquante jours. Les rats surexprimant la forme sauvage de la protéine TDP-43 dans des
conditions analogues ne présentent pas de phénotype particulier jusqu’a deux cents jours.
D’un point de vue histologique, des le déclenchement de la maladie, une perte des neurones
moteurs, une dégénérescence des axones, une dénervation des fibres musculaires et une
activation gliale sont observables. Enfin, comme dans les mod¢les souris, des inclusions
positives a la TDP-43 et a ’'ubiquitine et des fragments de TDP-43 sont détectés chez ces

animaux a des stades terminaux de la pathologie (Zhou et al., 2010).

d) Les rats Fus®?1¢
Comme la protéine nucléaire TDP-43, la protéine Fus est également fortement exprimée au
cours du développement, ce qui amene les auteurs (Huang et al., 2011; Huang ef al., 2012) a

utiliser le systéme d’induction tétracycline/doxycycline. Deux lignées surexprimant la forme
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mutée R521C de Fus ont été développées et présentent un déclenchement de la maladie entre
trente et cinquante jours environ, les rats surexprimant la forme sauvage ne développant pas
de phénotype moteur (Huang et al., 2011; Huang et al., 2012). Leur probabilité¢ de survie
varie en fonction des lignées entre trente-cing et soixante-cing jours. Chez ces animaux, il a
¢té observé une perte des jonctions neuromusculaires, mais pas de perte des neurones
moteurs. Cependant, les auteurs ont montré une perte des neurones corticaux et

hippocampiques, phénotype retrouvé chez des patients atteints de démence fronto-temporale

(DFT).

Mutation R
Modéle dell_a F(’)m’:tlon . Age de Durée | Caractéristiques | Remarque Publication
protéine générale | déclenchement
humaine
Inclusions Ub+
. dans le cortex et la (Wegorzewska
. Protéine de PR
Souris . N . . moelle épiniere, Promoteur et al., 2009;
TDP-43 A315T I',IBI\?DIEC;R;N 2-4 mois 1 mois activation gliale, prion Stallings et al.,
TDP-43 2010)
cytoplasmique
Inclusions Ub+
. dans le cortex et la (Wegorzewska
Protéine de moelle épiniere Promoteur et al., 2009;
M337V liaison a 2-4 mois 1 mois ee epiniere, ) L /
I'ADN/ARN activation gliale, prion Stallings et al.,
TDP-43 2010)
cytoplasmique
Protéine de Possibilité de promoteur (Stallings et
sauvage liaison a dégénérescence thy-1 ou al., 2010; Wils
I'ADN/ARN dose-dépendante prion et al., 2010)
Protéine de moic?;tﬁu(:gses Systeme
TDRPa-t43 A315T liaison a 1-1,5 mois 'olusrs activation gliale, T(étlpadcucctlli(r)]re]:/ (Zhggleot)a/.,
I'ADN/ARN J TDP-43 el
. Doxycycline
cytoplasmique
3 Perte des Systéme
Protéine de 15 motoneurones, d'induction (Zhou et al
M337V liaison a 1-1,5 mois ours activation gliale, Tétracycline/ 2010) "
I'ADN/ARN J TDP-43 el
. Doxycycline
cytoplasmique
Inclusions Ub+,
activation gliale \
. . Lt Systeme
Prppeme ‘de . 15 perte des JOI’]CFIOI’]S d'induction (Huang et al.,
FUS R521C liaison a 1-1,5 mois ours neuromusculaires, Tétracycline/ 2011)
I'ADN/ARN J pas de perte des Dox cy cline
neurones corticaux yey
et hippocampiques

Tableau 5 : Les modéles souris et rat TDP-43 et FUS

Caractéristiques des modeles rongeurs, développés ces derniéres années, surexprimant des
formes sauvages et mutées des protéines TDP-43 et FUS. Ces rongeurs développent des
symptdmes moteurs assez précocement. Il semblerait que la surexpression de TDP-43
sauvage puisse aussi avoir un effet dose-dépendant.

De plus, des inclusions ubiquitinylées, mais sans colocalisation avec la protéine Fus ont été

observées chez les rats portant la mutation du gene Fus, dans le cortex et la moelle épiniere.
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La protéine Fus est principalement retrouvée dans le noyau et ne diffuse que partiellement
dans le cytoplasme chez les rats mutants, contrairement aux patients chez qui cette protéine

est retrouvée délocalisée dans le cytoplasme.

2 - Le modg¢le canin
Chez le chien adulte, une maladie motoneuronale, la myé¢lopathie dégénérative, a été
découverte il y a plus de trente-cinq ans. Les premiers symptomes apparaissent vers huit ans
et se caractérisent par une ataxie générale proprioceptive, c’est-a-dire des troubles de
I’équilibre dans les membres inférieurs. S’ensuivent alors une faiblesse asymétrique et une
atrophie musculaire qui progressent en paraplégie, atteignant également les membres
antérieurs. La durée de progression de la maladie est rapide, ne dépassant pas plus de trois
mois (Averill, 1973; Griffiths & Duncan, 1975b; a; Bichsel et al., 1983; Matthews & de
Lahunta, 1985; Coates et al., 2007a; Coates et al., 2007b). Une mutation faux-sens E40K, a
transmission autosomale récessive, a été identifiée dans le géne SODI de ces chiens (Awano
et al., 2009). Des études histopathologiques ont mis en évidence la présence d’inclusions
cytoplasmiques positives pour la SOD1 dans la moelle épiniére, similaires a celles retrouvées
chez les patients SLA ou dans les modeéles murins. Ce modele canin récapitule les symptomes
de la SLA. Par ailleurs, de par sa taille, la structure et la complexité du systéme nerveux et la
durée de la maladie, ce mod¢le est plus proche de la maladie humaine que les autres mod¢les
mammiferes. De plus, comme chez I’homme et contrairement aux mode¢les de rongeurs, ces
chiens n’ont pas besoin de forts niveaux d’expression de la SODI1 mutée pour le
déclenchement de la maladie. L’utilisation de ce modele permettrait d’étudier des processus
dégénératifs a un stade non final de la maladie, puisque ces chiens sont souvent euthanasiés
des I’apparition des premiers symptomes et pourraient permettre des études thérapeutiques de
traitement de la SLA. Notons cependant que 1’utilisation de modéles canins en recherche en
France est devenue anecdotique, de par le développement des lois relatives a

I’expérimentation animale et les questions éthiques.

3 - Les mode¢les invertébrés : la drosophile et Caenorhabditis-

elegans (C. elegans)
La drosophile et C. elegans sont des modéles moins complexes en biologie, dont I’avantage
est de permettre de nombreux croisements génétiques de par leur court cycle de reproduction.

De plus, ils présentent une facilit¢ de manipulation par leur petite taille, permettant 1’é¢tude de
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I’organisme entier. Par ailleurs, environ la moiti¢ de leurs génes possede au moins un

homologue chez I’humain.

a) Les modeles drosophiles d’étude de la SLA
L’expression de la SOD1 humaine sauvage ou mutée A4V ou G85R chez la drosophile induit
des déficits moteurs progressifs, notamment une difficulté a grimper sur une surface verticale.
D’un point de vue tissulaire, on retrouve chez ces animaux une accumulation de la protéine
SOD1 dans les motoneurones, une activation de la microglie, mais une absence de mort
neuronale (Watson et al., 2008). La surexpression de la forme sauvage ou mutée A315T de
TDP-43 chez la drosophile conduit & une toxicité dans les motoneurones dépendante de leur
niveau d’expression (Estes et al, 2011). L’expression de la protéine Fus mutée chez la
drosophile entraine une accumulation de protéines ubiquitinylées, une dégénérescence des
neurones et une mort précoce. Fus mutée est localisée a la fois dans le noyau et le cytoplasme
alors que la forme sauvage est uniquement retrouvée dans le noyau (Lanson et al., 2011).
D’autres travaux ont mis en évidence que la surexpression de VAPB™® forme des agrégats
qui piegent VAPB sauvage. La toxicité¢ lice a VAPB mutant pourrait s’exercer par un
processus dominant négatif (Ratnaparkhi et al., 2008). La mutation P56S, comme chez les
rongeurs, perturbe le processus de sécrétion et favorise le développement d’inclusions
ubiquitinylées dans le réticulum endoplasmique et une réponse au stress du réticulum

endoplasmique (RE) (Tsuda et al., 2008).

b) Le modéle C. elegans
Les vers surexprimant la SOD1 mutée G85R présentent des défauts de locomotion, associés a

G85R
17

la présence d’agrégats de la protéine SOD Une diminution des jonctions

neuromusculaires ainsi que du nombre de vésicules synaptiques est observée chez ces mutants

(Wang et al., 2009a).

C - Modzéles in vitro d’étude de la SLA
Les modeles in vivo sont essentiels pour déterminer I’implication d’un candidat dans une
pathologie. Cependant, les études in vitro sont quant a elles indispensables a 1’étude des
mécanismes cellulaires, et permettent de quantifier et d’analyser morphologiquement des

cellules ou encore de tester les effets de I’application d’une drogue.
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1 - Culture primaire de motoneurones

La premiére culture de motoneurones effectuée a partir d’embryons de poulet et de rat a été
décrite en 1981 par Schnaar et Schaffner (Schnaar & Schaffner, 1981). Ces cultures ont
ensuite été adaptées au modele souris, permettant [’utilisation de souche de souris
génétiquement modifiées.

Briévement, la technique consiste a disséquer la moelle épiniere puis a isoler les
motoneurones en s’appuyant sur leur caractéristique principale, a savoir que ce sont des
cellules de grande taille mais de faible densité. Leur séparation des autres cellules s’effectue
donc par une centrifugation modérée sur une solution permettant 1’établissement d’un gradient
de densité (a base d’Optiprep ou de métrizamide). Les motoneurones se retrouvent groupés a
I’interface gradient-milieu alors que la majorité des autres cellules comme les interneurones
ou les cellules gliales, se retrouvent dans le culot. La survie des motoneurones en culture peut
aller jusqu’a cinq a six semaines, en présence de facteurs trophiques (cocktail de BDNF,
CNTF et GDNF) qui sont indispensables a la survie et compensent 1’absence de production in
vivo par les cellules gliales ou les muscles (Henderson et al, 1993; Kaal et al., 1997;
Abalkhail et al., 2003). Une fois en culture, les motoneurones maintiennent leur polarité,
développent des prolongements a caractéristiques dendritiques ou axonales. Pour faciliter
I’identification des motoneurones en culture, nous avons également utilisé des souris
transgéniques exprimant la protéine fluorescente GFP sous le promoteur HB9, un géne
homéoboite permettant la spécification de 1’identit¢é motoneuronale au stade embryonnaire

(Arber et al., 1999).

2 - Les lignées cellulaires “motoneuronales”

Les lignées cellulaires motoneuronales ont été développées par Cashman et collaborateurs il y
a une vingtaine d’année, afin d’obtenir des cellules gardant la capacité de se multiplier tout en
possédant de nombreuses caractéristiques motoneuronales (Cashman et al., 1992). Ces
cellules sont avantageuses car elles sont plus faciles a cultiver que des motoneurones
primaires, et permettent d’obtenir des quantités de matériel plus importantes en vue de
certaines études biochimiques ou biologiques.

La lignée la plus utilisée, les NSC-34 (« Neuroblastome X spinal cord »), est le résultat de la
fusion de motoneurones de rat purifiés avec un neuroblastome de souris. Les cellules dites
différenciées en « neurones », par une diminution de sérum dans le milieu de culture, sont des

cellules multipolaires adhérentes avec de longs neurites. Ces cellules possedent également les
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systemes de capture, de syntheése, de stockage et de libération de 1’acétylcholine et elles
peuvent établir des synapses cholinergiques avec des myotubes de souris mis en co-culture.
D’un point de vue histochimique, ces cellules, comme les motoneurones, expriment le géne
homéoboite HB9, les neurofilaments et la protéine MAPla (« Microtubule-Associated-
Proteinla »), les récepteurs aux facteurs de croissance (Matusica et al., 2008) et le glutamate
(Eggett et al., 2000). Bien que ces cellules soient capables de générer des potentiels d’action,
leurs caractéristiques électrophysiologiques sont néanmoins différentes des motoneurones,
traduisant une différence de maturité. L’immortalit¢ de ces cellules s’accompagne d’une
augmentation du facteur de transcription N-myc, qui peut réprimer 1’expression de certains
genes de maturation (Cashman ef al., 1992) et biaiser les mécanismes de mort cellulaire. Pour
prendre en compte ce parametre lorsque des études sont réalisées avec ces cellules, il est
important de confirmer les résultats avec des cultures primaires et/ou dans des modeles in

Vivo.

3 - Les motoneurones issus de cellules souches embryonnaires

Les premiéres tentatives de production de motoneurones a partir de cellules souches
embryonnaires (ESC) ont été publiées par Renoncourt et collaborateurs (Renoncourt et al.,
1998), puis développées et affinées par I’équipe de Jessell (Wichterle et al., 2002).

La transformation de ESC en motoneurones requiert deux étapes : I’induction neurale et la
spécification en motoneurones (Wichterle et al., 2002). Les cellules souches sont maintenues
a I’état prolifératif sous la forme de petites sphéres appelées corps embryoides. L’expression
de geénes neuronaux est activée par l’ajout d’acide rétinoique et la spécification en
motoneurones nécessite 1’ajout de la protéine « sonic hedgehog » (Shh), ce qui permet
d’obtenir une proportion d’environ 30 a 50% de motoneurones.

Il est également possible de dériver des motoneurones a partir de cellules souches neurales qui
sont cultivées en neurospheres en présence de facteurs de croissance tels que le FGF. Elles se
différencient en motoneurones (a hauteur d’environ 30%) lorsqu’elles sont privées de facteurs
de croissance (Weiss et al., 1996; MacDonald et al., 2003).

Il a ¢été¢ possible de dériver des motoneurones humains a partir de cellules souches
embryonnaires humaines (Li et al., 2005; Shin et al., 2005). De plus, une équipe a réussi a
reprogrammer des fibroblastes de patients SLA en cellules souches pluripotentes, par
induction des genes Klf4 (« Krueppel-like factor 4 »), Sox2 (« Sex determining region Y-box

2»), Oct4 (« Octamer-binding Transcription factor 4 ») et c-Myc. En culture, ces cellules
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s’agregent en corps embryoides et se différencient en motoneurones apres traitement a 1’acide
rétinoique et au Shh (Dimos et al., 2008). Ces « motoneurones » de patients permettront
d’étudier et de comprendre certains mécanismes de mort communs aux formes familiales et

sporadiques.

4 — Les tranches organotypiques
Le modéle des tranches organotypiques est un bon modele intermédiaire entre les modeles in
vitro et in vivo. En effet, il conserve les avantages de la culture tout en préservant la
connectivité entre les différents types cellulaires et la structure in vivo. La majorité des
modeles de tranches organotypiques de moelle épiniére sont réalisés chez des embryons de
souris ou chez les souriceaux (entre le deuxieme et le dixiéme jour postnatal) (Rothstein et al.,
1993). Les tranches ont une bonne survie de une a trois semaines selon les études in vitro.
Elles sont majoritairement utilis€es pour des études d’électrophysiologie et d’excitotoxicité,
comparant des tranches issues de souris sauvages ou SODI1** (Rothstein e al., 1993;
Avossa et al., 2006; Amendola et al., 2007; Kosuge et al., 2009). Peu d’études ont comparé la
survie des motoneurones dans les tranches « sauvages » par rapport aux tranches « SODI
mutées ». Ces modeles restent plus des modeles d’études développementaux que des modeles

d’études de la maladie.
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III - Processus physiopathologiques décrits dans les modéles murins de la SLA

Les modéles murins de la SLA ont permis de mettre en évidence de nombreux
dysfonctionnements dans différents compartiments cellulaires, que nous allons décrire ci-
apres. Différents mécanismes ont été postulés pour expliquer la mort des motoneurones dans
la SLA comme le stress oxydatif (Rao & Weiss, 2004), 1’excitotoxicité au glutamate, des
perturbations du transport axonal, des phénoménes d’apoptose, des dysfonctions et

difformités mitochondriales (Kaal ef al., 2000; Dupuis et al., 2004a; Jaiswal et al., 2009).

A — Excitotoxicité

(Figure 6)

L’excitotoxicité peut étre définie comme un processus neuronal pathologique induit par un
exces de glutamate stimulant ses récepteurs a la surface cellulaire ayant pour conséquence un
influx massif de calcium dans la cellule neuronale. Cette entrée massive de calcium conduit a
augmenter la formation d’oxyde nitrique et entraine la mort neuronale (Wijesekera & Leigh,
2009). L’exces de calcium est souvent le probléme central de la mort cellulaire : le calcium
stimule de nombreuses enzymes, parmi lesquelles certaines, comme la PLA2 et la calpaine,
dégradent les éléments structuraux de la cellule et d’autres, parmi lesquelles la xanthine
oxydase et la cyclooxygénase, produisent des radicaux libres. La forte concentration en
calcium et le stress oxydatif sont des stimuli pour 1’ouverture d’un « mégapore »
mitochondrial et pour le relargage de facteurs d’incitation a 1’apoptose (Bar, 2000). Les
motoneurones sont plus sensibles que d’autres types neuronaux a des perturbations de
I’homéostasie calcique (Langou et al., 2010), car ils sont peu armés contre ce phénomene. En
effet, ils regoivent des stimulations glutamatergiques fortes et expriment de nombreux
récepteurs AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazoll-4 propionate) qui sont hautement
perméables au calcium en raison de ’absence de la sous-unit¢ GLUR2 dans ces récepteurs.
Les motoneurones possedent également une faible capacité de tamponnage du calcium (Heath
& Shaw, 2002; Kawahara et al., 2003; Van Den Bosch et al., 2006). Cette faible capacité de
tamponnage leur confére 1’avantage d’une facilit¢ de mobilisation calcique qui leur permet
d’effectuer des échanges transitoires de calcium a faible colit énergétique pour ces cellules de
taille importante (Lips & Keller, 1999). Cependant, dans un contexte pathologique, ces
caractéristiques sont exacerbées et peuvent précipiter la mort des motoneurones et/ou y

participer.
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La présence de niveaux ¢levés de calcium cytoplasmique est critique dans la mort des
motoneurones. En effet, une étude a montré que les motoneurones dits « vulnérables » dans la
maladie, présentent une capacité de tamponnage du calcium cinq a six fois moindre que les
motoneurones résistants a la maladie (comme les neurones du noyau oculomoteur par

exemple) (Lips & Keller, 1998; Palecek et al., 1999; Vanselow & Keller, 2000).
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Figure 6 : Role de la SOD1 mutée dans le processus d'excitotoxicité des motoneurones

(1) La libération massive de glutamate par le neurone pré-synaptique active les récepteurs
AMPA des motoneurones post-synaptiques. Les motoneurones expriment une majorité de
récepteurs AMPA perméables au calcium, car ils possédent peu de sous-unités GluR2. (2) La
stimulation de ces récepteurs AMPA va entrainer un flux de calcium entrant. Les
motoneurones possedent peu de protéines tampon de calcium dans le cytoplasme. Le calcium
sera alors capturé par la mitochondrie et le réticulum endoplasmique. Cependant, une entrée
massive de calcium dans ces organelles peut perturber leur fonctionnement et favoriser des
voies apoptotiques. (3) Par ailleurs, les astrocytes SOD1 mutants, contrairement aux
astrocytes « sains », expriment peu le transporteur GLT-1, permettant la recapture du
glutamate extracellulaire, afin de diminuer ’activation excessive des récepteurs AMPA. (4)
Enfin, les astrocytes SOD1 mutants perdent la capacité a réguler la synthése de la sous-unité
GluR2. L’ensemble de ces dysfonctionnements amplifie le processus d’excitotoxicité des
motoneurones SOD1 mutants. D apres (Grosskreutz et al., 2010).

De méme, 1’absence de la sous-unité GLUR2, responsable de la perméabilité au calcium du
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1 . Une déficience dans
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cette sous-unité accélere la progression de la maladie alors qu’au contraire, sa surexpression
augmente la survie des souris (Tateno et al., 2004; Van Damme et al., 2005). La calbindine-
D28K et la parvalbumine sont des protéines tampons du calcium, qui jouent aussi un réle de
protéine de liaison au calcium dans le cytoplasme et sont diminuées dans la moelle épiniére
des patients SLA et des souris SOD19%%4 (Alexianu et al., 1994; Jaiswal et al., 2009). Le role
de tamponnage du calcium qu’elles assurent est important car la surexpression de la
parvalbumine chez les SOD19* est bénéfique (Beers et al., 2001). Le tamponnage du
calcium intracellulaire dans les motoneurones est également effectué au niveau des
mitochondries et du réticulum endoplasmique (Jahn et al., 2006). Or, la présence de la SOD1
mutée dans ces deux organelles perturbe a la fois leur morphologie et leur fonctionnement et
rend alors défectueuse leur capacité a tamponner le calcium (Kawamata & Manfredi, 2010).
Une détérioration mitochondriale dans la capacit¢ a charger le calcium chez les souris
SOD19%%4 peut avoir deux conséquences : (1) entrainer des dysfonctions mitochondriales
dans I’excitotoxicit¢ au glutamate, mécanisme potentiel de la toxicité sélective des
motoneurones dans la SLA; (2) altérer Dintégrité et compromettre les fonctions
mitochondriales par une augmentation de la production de radicaux libres par la mitochondrie
(Manfredi & Xu, 2005).

Une des fonctions des astrocytes est de réguler le glutamate du milieu extracellulaire afin
d’éviter son action neurotoxique. Cette régulation se fait grace a la présence de transporteurs
au glutamate GLAST (« GLutamate ASpartate Transporter ») et GLT-1 (« GLutamate
Transporter 1 »), dont les homologues humains sont EAAT1 et EAAT2. Or, chez la souris
SOD19*4, comme chez les patients, il est observé une perte sélective de ces transporteurs
(Fray et al., 1998; Sasaki et al., 2000; Bendotti et al., 2001; Howland et al., 2002). L’ablation
partielle de GLT-1 chez les souris SOD19”* conduit & une perte plus précoce des
motoneurones et a une mort accélérée (Pardo et al., 2006), alors que la surexpression de ce
transporteur dans les astrocytes chez les souris mutantes retarde la dégénérescence des
neurones moteurs et des fonctions motrices mais ne présente aucun effet sur la survie des
souris (Guo et al., 2003).

De plus, des études ont montré, en utilisant des systémes de co-cultures neurones-glie, que les
astrocytes exprimant la SOD1 mutée étaient incapables de sécréter certains facteurs
(notamment des facteurs neurotrophiques) qui activaient la transcription de la sous-unité
GLUR2 dans les motoneurones, amplifiant le processus d’excitotoxicité (Van Damme ef al.,

2007; Bogaert et al., 2010).
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Introduction
Enfin, le seul composé actuellement utilisé ayant un effet sur la progression de la maladie des

patients est le riluzole, antagoniste de la libération glutamatergique. Ceci suggere un role

important du processus d’excitotoxicité dans la SLA.

B — Agrégations de la protéine SOD1 mutée
(Figure 7)
Plusieurs maladies neurodégénératives ont un point commun : 1’agrégation de protéines. Dans

certains cas de SLA, comme par exemple chez les souris SOD19%}

, ces agrégats représentent
le premier signe physiopathologique de la maladie et I’abondance de ces agrégats est
manifestement augmentée pendant la progression de la maladie (Cleveland & Rothstein,
2001). L’agrégation est une des caractéristiques prédominante dans les modeles souris de la
SLA, comme c’est le cas chez les patients. En effet, les souris surexprimant les protéines
mutées SOD1, TDP-43, FUS ou encore VAPB, présentent des agrégats dans le cytoplasme et

dans certaines organelles, comme le réticulum endoplasmique ou la mitochondrie.

SOD1 mal repliée = Agrégats protéiques — Dysfonctionnement de ...

Réticulum
/-:" ,:3 === endoplasmique et
Appareil de Golgi

Mitochondrie

0
_—
Protéasome altéré, Chaperonnes piégées,
Dorfine piégée Transport axonal
e

Figure 7 : Toxicité liée a la formation d'agrégats de SOD1 mutée

La protéine SODI mutée posséde une forte tendance a s’agréger et la formation de ces
agrégats peut avoir des conséquences importantes sur le fonctionnement cellulaire. En effet,
ils peuvent piéger des composants cytoplasmiques essentiels comme les chaperonnes ou
encore bloquer I’activité du protéasome. Ces deux phénomenes auront comme conséquence
d’augmenter encore plus le nombre d’agrégats. A terme, ces agrégats peuvent perturber la
fonction du RE, de la mitochondrie et du transport axonal, mécanismes essentiels pour la
survie du motoneurone. D ‘aprés (Boillée et al., 2006).
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Les structure et fonction finales de la SOD1 nécessitent plusieurs étapes de maturation comme
une acétylation de la partie N-terminale, I’insertion des ions cuivre et zinc, la formation des
ponts disulfure et une dimérisation (Chattopadhyay & Valentine, 2009). Or, la SOD1 mutée a
tendance a ne pas €étre repliée correctement et peut s’associer avec d’autres monomeres de
SOD1 ou de d’autres protéines, et former des agrégats (Furukawa et al., 2006; Furukawa,
2012) de poids moléculaires importants, insolubles, qui se concentrent dans les tissus d’une
maniere dépendante de 1’age (Bruijn et al., 1998; Johnston et al., 2000; Wang et al., 2005;
Furukawa et al., 2006). Ces agrégats sont localisés en plus grande proportion dans les
motoneurones (Kabashi et al., 2004). Leur accumulation au cours du temps s’effectue en
parallele a la progression de la mort des motoneurones, ce qui suggere que ces agrégats
pourraient étre toxiques. De plus, la propension de la SOD1 mutée a s’agréger serait corrélée
a une survie diminuée des patients (Wang et al., 2004).

L’accumulation de la SOD1 mutée peut perturber le fonctionnement de certaines organelles et
piéger des composés essentiels pour la cellule. Par exemple, la SOD1 mutée peut piéger les
protéines chaperonnes cytoplasmiques de la famille des HSPs (« Heat Shock Protein »), et
diminuer ainsi leur activit¢ (Bruening et al., 1999; Okado-Matsumoto & Fridovich, 2002;
Tummala et al., 2005; Weisberg et al., 2012).

A Tinverse, I’augmentation des HSPs in vitro diminue le nombre d’agrégats et la mort
cellulaire (Bruening et al., 1999; Takeuchi et al., 2002; Patel et al., 2005). In vivo, bien que la
surexpression génétique de HSP70 chez la souris SLA n’ait aucun effet sur la progression de

la maladie (Liu et al., 2005), le traitement des souris SOD19%%4

avec 1’arimoclomol, une
drogue induisant des niveaux €levés des protéines chaperonnes HSP70 et HSP90, augmente la
survie des souris (Kieran ef al., 2004). Plus généralement, 1’agrégation de la protéine SOD1
mutée peut avoir des conséquences sur de nombreuses fonctions comme la sécrétion, la
respiration mitochondriale, le transport axonal et I’activité du protéasome (Boillée et al.,

2006).

C - Radicaux libres antioxydants et stress oxydatif
(Figure 8)
Le stress oxydatif se définit comme 1’agression des constituants de la cellule par des dérivés
réactifs de ’oxygene (ROS), tels que les radicaux libres, les ions oxygénés, les peroxydes et
en particulier I’anion superoxyde (O;’), le peroxyde d’oxygene (H,0,), I’oxyde nitrique (NO)
ou encore le peroxynitrite (ONOQO"). La fonction de la protéine SODI1 étant d’assurer la

catalyse des ions superoxydes, les mutations dans le géne de la SOD1 pourraient conduire soit
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a une diminution de I’activité de capture des radicaux libres, soit a une production aberrante
de radicaux. Cependant, comme la déficience en SOD1 n’induit pas la maladie et que des
souris exprimant des protéines SODI mutées développent la maladie alors méme que
I’activité dismutase est préservée, la premiere hypothése est peu probable. En revanche, une

. L . i . . 93A
augmentation de protéines oxydées a ¢té observée chez les souris SOD1¢

, ce qui est en
faveur de la seconde hypothése (Andrus ef al., 1998). En effet, des dommages oxydatifs liés
au peroxynitrite ont été¢ rapportés chez les souris SOD1%** et chez les patients SLA (Beal,

1997; Bruijn et al., 1997; Barber & Shaw, 2010).
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Figure 8 : Causes et conséquences du stress oxvdatif dans la SLA

Activation des astrocytes

Le stress oxydatif se définit comme 1’agression des constituants cellulaires par des dérivés
réactifs de I’oxygéne (ROS) tels que les radicaux libres, les ions oxygénés, les peroxydes,
notamment 1’anion superoxyde (O;), le peroxyde d’hydrogéne (H,0O,), le monoxyde d’azote
ou oxyde nitrique (NO) et le peroxynitrite (ONOQO"). Les ROS peuvent étre responsables du
dysfonctionnement de compartiments de la cellule tels que le RE et la mitochondrie, cette
derniére pouvant en retour produire des ROS. Ces réactifs oxygénés peuvent causer
I’oxydation de lipides de la membrane, perturbant la structure de la surface membranaire et de
protéines, ce qui peut entrainer la formation d’agrégats, et des dommages aux acides
nucléiques. Les cellules gliales comme les astrocytes et la microglie qui expriment SOD1
mutée, sécrétent également des ROS (Liu et al., 1999; Barber & Shaw, 2010).

Les ROS associés a la production de peroxynitrite conduisent & de nombreux dégats
cellulaires comme la nitration de protéines qui change leur conformation ce qui peut aboutir a
leur dégradation ; I’oxydation des lipides qui altére la dynamique de la membrane plasmique
et enfin des dommages de I’ADN et de I’ARN (Barber & Shaw, 2010). Récemment, une
¢tude a montré que I’ablation génétique de I’enzyme synthétisant [’oxyde nitrique (iNOS)

améliore la survie des souris SOD1 93 Martin et Cll., 2007). La production de ROS peut
p p
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provenir, chez les motoneurones, de mitochondries endommagées et de cellules gliales
environnantes.

Par exemple, la SOD1 mutée dans la microglie conduit a la production d’anions superoxydes ;
en effet, la protéine SOD1 mutée se lie avec une plus grande affinité que la SOD1 sauvage a
une petite GTPase racl, stimulant ’activation de la NADPH oxydase (« Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate ») et notamment de sa sous-unité catalytique Nox2,
induisant la production d’anions superoxydes (Figure 9) (Harraz et al., 2008; Ilieva et al.,
2009). De plus, la délétion génétique de la sous-unit¢ Nox2 ou I’injection d’un inhibiteur de
I’activation des Nos, ’apocynine, retarde le déclenchement de la maladie. Par ailleurs,
I’apocynine a forte dose double la survie des souris (240 jours au lieu de 125 jours) (Marden

et al., 2007; Harraz et al., 2008).

Microglie activée

mSOD1

GTP
Qai ‘ Cytoplasme

Espace extra-cellulaire

Figure 9 : Production d'anions superoxydes par la microglie en présence de SOD1 mutée

En conditions réductrices, la protéine SOD1 mutée s’associe a la petite protéine GTPase
Racl, avec une affinité supérieure a celle de la SOD1 sauvage. Cette protéine Racl va activer
de maniere constitutive le complexe de la NADPH oxydase et notamment la sous-unité
catalytique Nox2. Cette protéine activée va produire des ions superoxydes, especes réactives
de I’oxygéne (Harraz et al., 2008; Ilieva et al., 2009).

Enfin, la SOD1 mutée peut également étre oxydée, phénomeéne pouvant participer a son

agrégation (Karch et al., 2009). 11 est d’ailleurs intéressant de noter que 1’oxydation de la
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SOD1 sauvage lui procure de nouvelles propriétés identiques a la SOD1 mutée, notamment

celle de I’agrégation (Ezzi et al., 2007; Bosco et al., 2010).

D — Hypermétabolisme

Les patients SLA présentent un état hypermétabolique. Cet hypermétabolisme, principalement
d’origine musculaire, peut représenter en lui-méme une force supplémentaire impliquée dans
la vulnérabilité des neurones moteurs. La question est de savoir : comment les changements
de ’homéostasie énergétique peuvent contribuer au processus maladif ?

Par ailleurs, le déficit énergétique observé chez les souris transgéniques n’est pas lié a une
moindre prise alimentaire, mais est associée a une augmentation du ratio métabolique. Les
souris SOD19”** et SOD1*® sont plus maigres que les souris sauvages. Il n’y a pas de
réduction de la prise alimentaire, mais un épuisement des réserves lipidiques et des altérations
dans les statuts endocriniens, indiquant une augmentation de la dépense énergétique. En effet,
il y a une augmentation de la lipolyse chez les souris SOD1 ; il y a donc moins de stockage
lipidique. Chez les souris SOD19%® et SOD1°”*, la consommation d’oxygéne et la dépense
énergétique sont plus €levées que chez les souris sauvages. La diminution de poids chez les
souris mutantes n’est donc pas liée a une augmentation d’activités motrices (Dupuis et al.,
2004a). De plus, chez les patients SLA, 1’oxydation des lipides et des protéines est augmentée
dans les motoneurones et les cellules gliales de la moelle épiniére, ce qui suggere que la
formation de ces composés est impliquée dans la dégénérescence des motoneurones (Bacman
et al., 2006). Enfin, nous pouvons noter qu’un régime riche en lipides (High Fat Diet ou HFD)
augmente 1’espérance de vie de 20% chez les souris SOD1, ce qui peut €tre une piste pour une

meilleure prise en charge des patients (Dupuis et al., 2004a).

E — Implication des cellules environnantes dans la SLA
1 — Mise en évidence de I’implication des cellules non-

motoneuronales
Il a d’abord été pensé que la toxicité liée a la protéine SODI1 mutée dans les motoneurones
impliquait un processus cellule-autonome, générant un certain nombre de dégats, devenant
létaux au-dela d’un certain seuil. Cependant, des études récentes ont montré que ce processus
pathologique possédait €galement une composante cellule non-autonome, impliquant les
cellules gliales et microgliales en contact proche avec les motoneurones (Lobsiger &

Cleveland, 2007). Ce concept de cellule non-autonome est apparu lorsqu’il a ét€¢ montré que
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la surexpression de la SOD1 mutée (G37R, G85R et G93A) seulement dans les motoneurones
n’induisait pas de pathologie motrice (Pramatarova et al., 2001; Lino et al., 2002; Seifert et
al., 2006) ou alors une pathologie se déclenchant trés tardivement et progressant lentement
chez les souris homozygotes (Jaarsma et al., 2008). En outre, la surexpression de la SODI
mutée seulement dans les astrocytes (Gong et al., 2000) ou dans la microglie (Beers et al.,
2006) n’est pas suffisante pour induire des phénomenes moteurs. Ces résultats montrent donc
que la dégénérescence motoneuronale est le résultat d’une coopération entre plusieurs types
cellulaires.

Afin de déterminer si I’environnement cellulaire des motoneurones SOD1 mutants influence
des étapes précises de la maladie, des souris chiméres ont été créées, contenant des cellules
exprimant la SOD1 mutée entourées par une proportion variable de cellules sauvages. De
manicre intéressante, plus la proportion de cellules sauvages est grande, plus la survie des
motoneurones SOD1 mutants est augmentée (Clement et al., 2003; Yamanaka ef al., 2008a) ;
la survie des souris est améliorée.

Dans le but de déterminer quels sont les types cellulaires participant aux différentes étapes de
la maladie, des excisions cellule-spécifique de la SOD1 mutée par le systéme Cre/Lox ont été
effectuées. L’excision de la SOD1 mutée G37R spécifiquement dans les motoneurones a été
réalisée en utilisant la Cre recombinase sous le promoteur Islet ou Vacht (« Vesicular
ACetylcholin Transporter »), tous les deux marqueurs de populations motoneuronales
(Boillée et al., 2006, Yamanaka et al., 2008a), et celle de la SOD1 mutée G85R en combinant
une excision dans les motoneurones et les interneurones (Lhx3-cre, protéine a homéodomaine
caractérisant le devenir neuronal) (Wang et al., 2009a). Trois étapes de la maladie ont été
analysés : le déclenchement de la maladie, se définissant comme le pic de poids de la souris
avant son déclin ; la phase précoce de la progression de la maladie, définit comme la période
entre le pic de poids de 1’animal et la perte de 10% de son poids maximal et enfin, la phase
tardive de la progression de la maladie, qui se définit comme la période allant de la perte de
poids de 10% du poids maximal de la souris jusqu’a la mort de I’animal (Boillee et al., 2006).
L’excision de la SOD1 mutée G37R ou G85R dans les motoneurones retarde efficacement le
déclenchement de la maladie (Yamanaka et al., 2008a), ainsi que la phase précoce de la
progression de la maladie (Boillée ef al., 2006; Wang et al., 2009b) mais n’a pas d’effet sur sa
phase de progression tardive (Yamanaka et al., 2008a; Wang et al., 2009b). Ces observations
soulévent la question de la contribution des cellules environnantes dans les différentes

périodes de progression de la maladie.
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2 — Implication des cellules gliales

Les cellules gliales entourent les neurones et assurent de nombreuses fonctions auxiliaires :
elles apportent un support physique, nourricier (astrocytes) ou immunitaire (microglie) et

permettent la production de myéline (oligodendrocytes et cellules de Schwann).

a) Activation astrocytaire et microgliale dans la SLA
Les astrocytes

Les astrocytes constituent la majorité de la macroglie du systeme nerveux central. Leur rdle
dans la SLA a été présumé en raison de leurs fonctions clefs dans la survie des motoneurones.
Elles sont notamment sources de glucose, de métabolites et de facteurs neurotrophiques pour
les motoneurones. De plus, les astrocytes ont une fonction de recapture du glutamate
extracellulaire, potentiellement toxique.

Chez les souris SOD1%**, la majorité des astrocytes sont dits « activés », ¢’est-a-dire qu’ils
expriment la protéine GFAP (« Glial Fibrillary Acidic Protein ») et forment de grands
prolongements épais. Certains présentent une morphologie sphéroide et sont positifs pour
I’ubiquitine et la caspase 3 (Barbeito et al., 2010). Des études in vitro ont montré que des
motoneurones sauvages meurent lorsqu’ils sont cultivés sur un tapis astrocytaire exprimant la
SOD1 mutée, provenant de souris ou de patients SLA (Vargas et al., 2006; Di Giorgio et al.,
2007; Nagai et al., 2007; Haidet-Phillips et al., 2011). Cette toxicité¢ impliquerait la sécrétion
de facteurs toxiques pour les motoneurones par les astrocytes SOD1 mutants, et notamment
des facteurs oxydants tels que 1’oxyde nitrique (Vargas & Johnson, 2010). Par ailleurs,
remarquons que la stimulation du facteur Nrf2 (« NF-E2-related factor 2 »), permettant la
production de facteurs antioxydants par les astrocytes, est bénéfique pour les motoneurones et
prolonge la survie des souris SOD19** (Vargas et al., 2008). Enfin, la participation des
astrocytes SOD1 mutants a la mort des motoneurones proviendrait également de leur

difficulté a recapter le glutamate, favorisant ainsi I’excitotoxicité.

Les cellules microgliales
Les cellules microgliales forment la principale défense immunitaire du systéme nerveux
central. En fonction du stimulus recu, la microglie est activée mais peut avoir une réponse
pro-survie ou cytotoxique (Henkel et al., 2009). Lorsque la microglie surexprime la SODI
mutée, ou lorsqu’elle est mise en présence de SODI1 mutée extracellulaire, elle sécréte un

ensemble de facteurs toxiques et notamment des produits oxygénés, comme les ions
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superoxydes (O;) et I’oxyde nitrique (NO), et des cytokines pro-inflammatoires comme
I’interleukinel P et le TNFa (Tumor Necrosis Factor) (Beers et al., 2006; Xiao et al., 2007).
La microglie activée par la SOD1 mutée est toxique pour les motoneurones en co-culture

(Urushitani et al., 2006).

b) Implication des cellules gliales sur le déroulement de la maladie

L’excision de la SOD1%°"™® spécifiquement dans les astrocytes a 1’aide de la Cre recombinase
exprimée sous le promoteur astrocytaire GFAP ralentit la progression de la maladie, surtout la
phase tardive, mais ne modifie pas son déclenchement. La survie des souris est alors
prolongée de soixante jours (Yamanaka et al., 2008b). En revanche, des études récentes ont
montré que 1’excision de la SOD1°*® dans les astrocytes, réalisée par la méme méthode,
pouvait retarder le déclenchement de la maladie et la phase précoce de la progression, mais
non la phase tardive (Wang et al., 2011a). La différence entre ces résultats peut étre due aux
propriétés propres des protéines SOD1 mutées, la SOD1%’®, contrairement a la SOD1*®,
étant stable et active dans sa fonction dismutase.

Enfin, la diminution des niveaux de la SOD1 mutée dans les cellules de lignage myéloide
(microglies et macrophages) au moyen de la Cre recombinase exprimée sous le promoteur
CDI11b, controlant la spécification en lignage myéloide, ralentit la progression de la maladie
d’environ soixante-quinze jours (Boillee et al., 2006; Wang et al., 2009b). Une expérience
complémentaire a ét¢ réalisée en utilisant des souris SOD1 mutantes préalablement croisées
avec des souris PU.1 déficientes, incapables de produire des macrophages et de la microglie.
La greffe d’une lignée myéloide exprimant la SOD1 mutée dans ces souris aboutit & une
accélération de la maladie, prouvant ainsi la contribution de la microglie dans la SLA (Beers

et al., 2006).

Les cellules de Schwann
Les cellules de Schwann sont spécifiques au systéme nerveux périphérique. Elles sont en
contact rapproché avec les motoneurones et sont a 1’origine de la production de la gaine de
my¢line, essentielle pour la transmission rapide des informations ¢électriques. Contrairement a
ce qui aurait pu étre envisagé, 1’excision de la SOD1 mutée G37R dans les cellules de
Schwann n’a pas d’effet bénéfique sur la maladie, mais a I’inverse, accélére la SLA (Lobsiger
et al., 2009). L hypotheése proposée par les auteurs est que les cellules de Schwann seraient

G37R
1

dépendantes de I’activité dismutase de la SOD , €t qu’en son absence, elles seraient
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incapables d’assurer leur role (Lobsiger et al., 2009). A ce jour, il n’y a donc aucune preuve
que les cellules de Schwann exprimant la SODI mutée soient délétéres pour les

motoneurones.

3 — Implication des muscles

La déconnexion des axones des motoneurones au niveau des jonctions neuromusculaires dans
le muscle est un événement précoce chez les souris modeles de la SLA. Une des hypothéses
proposée pour expliquer ce phénoméne est que la présence de la SOD1 mutée dans les
muscles provoquerait une atrophie musculaire, endommageant alors les jonctions
neuromusculaires, ce qui provoquerait une rétraction des axones (Fischer et al., 2004; Pun et
al., 2006). Si cette hypothése est exacte, une diminution de la SOD1 mutée dans le muscle
devrait avoir un effet bénéfique. Or, une diminution de la SOD1’® dans le muscle, par
interférence-ARN ou par excision de gene, n’a aucun effet bénéfique sur les souris (Miller et
al., 2006; Towne et al., 2008). Par contre, la surexpression de la SOD1 mutée G93A ou
G37R, uniquement dans les muscles, semble avoir des effets dommageables sur ces souris,
ces derniéres présentant une faiblesse musculaire a un age tardif (autour de douze mois), des
dommages dans les muscles, avec notamment la perte de fibres musculaires, ainsi qu’une
dégénérescence motoneuronale (Dobrowolny et al., 2008; Wong & Martin, 2010). Afin
d’empécher D’atrophie musculaire et de développer une thérapie, des stimulations de la
myogenese par inhibition de la myostatine ont été réalisées mais n’ont abouti a aucune
amélioration de la maladie (Holzbaur et al., 2006; Miller et al., 2006). Bien que les muscles
seuls ne semblent pas jouer un role décisif dans la progression de la maladie, on ne peut
toutefois nier qu’ils participent, en association avec les autres types cellulaires, a la
dénervation et a la dégénérescence des motoneurones (Dobrowolny et al., 2008; Wong &
Martin, 2010).

L’ensemble de ces travaux montre I’importance de stratégies thérapeutiques ciblées, afin de
pouvoir induire la diminution de la SOD1 mutée seulement dans les types cellulaires

impliqués dans le processus de toxicité.
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Microglie Mutations des génes C9orf72 et TDP-43,
FUS, SODI, UBQLN2 et optineurine
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Figure 10 : Vue d'ensemble des mécanismes de toxicité lice a la SOD1 mutée dans la
SLA

Beaucoup de ces voies sont des mécanismes de la mort cellulaire commun a toute une gamme
de troubles neurologiques, bien que dans le cas de la sclérose latérale amyotrophique (SLA),
la connaissance de ces mécanismes soit issue d'études menées principalement en utilisant le
modele de la souris SOD1. Les mécanismes physiopathologiques impliquant des découvertes
génétiques plus récentes, notamment I'expansion de répétition hexanucléotide COORF72,
n'ont pas encore été ¢élucidés. La neurodégénérescence dans la SLA pourrait refléter une
combinaison d’excitotoxicité au glutamate, la production de radicaux libres (ROS), ainsi que
des dysfonctionnements mitochondriaux et la perturbation des processus de transport axonal
par I'accumulation d’agrégats intracellulaires de neurofilaments. Des mutations dans plusieurs
genes liés a la SLA sont associées a la formation d'agrégats intracellulaires, qui apparaissent
nocifs pour les neurones. L'activation de la microglie a comme conséquence la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires augmentant la toxicité. Les dysfonctions des mitochondries
induisent une susceptibilit¢é accrue a l'excitotoxicité au glutamate, combinée avec des
perturbations dans la production d'énergie des neurones moteurs, et l'apoptose. Les
perturbations mitochondriales sont associées a une production accrue d'espéces réactives de
I'oxygeéne (ROS). Les agrégats cytoplasmiques de SOD1 pourraient inhiber directement la
conductance de VDACI, réduisant de ce fait la fourniture d'ADP aux mitochondries pour la
production d'ATP. D apres (Turner et al., 2013).
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IV - Mécanismes de mort cellulaire des motoneurones SOD1 mutants

Afin de comprendre le processus de la mort des motoneurones SOD1 mutants, il est
nécessaire d’établir la chronologie d’intervention des différents éléments dans cet événement.
Le processus de mort du motoneurone débuterait au niveau de la jonction neuromusculaire, ce
qui provoque une dégénérescence axonale et une mort du corps cellulaire par un phénomene
de « dying-back ». Cette hypothése est appuyée par les travaux de Fischer et collaborateurs
(Fischer et al., 2004), dans lesquelles ils ont quantifi¢ a différents ages le nombre de
motoneurones, d’axones dans les racines ventrales et le degré de dénervation, ce qui leur a
permis d’établir que le processus de dégénérescence débutait par la dénervation musculaire,

suivie par la perte d’axones moteurs, puis de motoneurones.

A — Une dénervation séquentielle des muscles dans la SLA

Le corps humain posséde plus de trois cents paires de muscles bilatéraux qui contiennent plus
de cent millions de fibres musculaires, ces dernieres €tant innervées par plus de cent vingt
milles motoneurones dans la moelle épiniére. Un motoneurone doit donc innerver au moyen
de jonctions neuromusculaires, plusieurs fibres musculaires. L’ensemble formé par le
motoneurone et les fibres qu’il innerve est appelé unité motrice. La jonction neuromusculaire
comprend trois protagonistes qui contribuent a son maintien : le motoneurone, la cellule
musculaire et la cellule de Schwann.

Cependant, les motoneurones ne sont pas tous égaux et peuvent différer pour les
caractéristiques suivantes : le diamétre somatique, le calibre axonal, la capacité de décharge et
les muscles qu’ils innervent. Ces différences permettent de les classer en catégories. Or, des
¢tudes ont montré que les différentes classes de motoneurones ne présentent pas la méme

sensibilité au processus de dénervation au cours de la SLA.

1 — Diversité des fibres musculaires et des motoneurones
Les fibres musculaires peuvent étre classées en différents types :
- Fibres de type 1 & contraction lente (fibres rouges) : elles sont de petit diameétre et tres
vascularisées. Elles contiennent de nombreuses mitochondries et peu de glycogéne. Elles sont
peu fatigables et sont utilisées pour les exercices peu puissants mais prolongés comme le

maintien de la posture.
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- Fibres intermédiaires ou fibres mixtes : elles contiennent un pourcentage variable de fibres

de type I et de fibres de type II en fonction des muscles de I’organisme et de 1’age de
I’individu.

- Fibres de type II a contraction rapide (fibres blanches) : elles sont de grand diamétre et peu
vascularisées. Elles contiennent peu de mitochondries mais sont riches en glycogene. Elles

sont tres fatigables et sont utilisées pour les exercices brefs mais intenses et puissants.
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Figure 11 : Diagramme de la distribution des types rapide ou lent de fibres musculaires
en fonction de ’activité physique de ’individu.

La proportion des différents types de fibres varie en fonction de I’activité physique des
individus (Figure 11).

Chez I’adulte, les motoneurones peuvent €tre séparés en plusieurs classes fonctionnelles et
sous-types. Une division en motoneurones alpha, béta et gamma est faite selon le type de
fibres musculaires que chaque classe innerve. Les motoneurones alpha sont les plus abondants
et les plus gros en taille. Ils innervent les muscles squelettiques extra-fuseaux et sont
responsables de la contraction des muscles dynamiques. Les motoneurones gamma ou
motoneurones fusiformes sont de petite taille. Ils innervent les fibres musculaires intra-fusales
du faisceau neuromusculaire et jouent un role important dans la proprioception statique et le
contrdle moteur. Les motoneurones béta sont moins bien définis et innervent des fibres intra
et extra-fusales (Kanning et al., 2010). Seuls les motoneurones de type alpha semblent étre

impliqués dans la SLA.
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Les motoneurones alpha sont divisés en trois sous-types fonctionnels, en fonction des

propriétés contractiles que les unités motrices forment avec les fibres musculaires cibles : les
unités motrices rapides et fatigables (« fast fatigable », FF), c’est-a-dire peu résistantes a un
effort soutenu ; les unités motrices rapides, résistantes a un effort soutenu (« fast fatigue-

resistant », FR) et les unités motrices lentes (« slow », S).

Les motoneurones alpha

‘ Unités motrices a
contraction rapide et peu
\r résistante a 1’effort

»

\ }‘ D Unités motrices a
™ contraction rapide et
A/"

résistante a 1’effort

\ Unités motrices a

contraction lente et
résistante a 1’effort

Figure 12 : Caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des motoneurones alpha

Les motoneurones alpha se distinguent en sous-types selon la taille de leur soma, le diamétre
de leur axone et le nombre de branchements. On distingue trois sous-types de motoneurones
alpha en fonction du type d’unités motrices, c’est-a-dire 1’ensemble composé par le
motoneurone et la fibre musculaire innervée. On distingue alors les unités motrices FF
(« Fast-twitch Fatiguable ») a fibres de type IIb; les unités motrices FR (« Fast-twitch
Resistant ») a fibres de type Ila et les unités motrices S (« Slow-twitch ») a fibres de type L.
L’ordre, d’un point de vue taille et complexit¢ morphologique est FF > FR > S. D’apres
(Kanning et al., 2010).

Les motoneurones S possedent un petit corps cellulaire et un axone de petit diamétre. D’un
point de vue fonctionnel, ils contribuent peu a la force musculaire lorsqu’ils sont activés mais
sont trés résistants a la fatigue. Les motoneurones FF, au contraire, sont des cellules de grande
taille, dont les neurites sont trés branchés et permettent des conductions rapides. Lorsqu’ils
sont stimulés, ils permettent de mobiliser une force musculaire puissante mais s’épuisent

rapidement. Les motoneurones FR possédent des propriétés intermédiaires (Frey et al., 2000).
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Par leur petite taille, les motoneurones S, a I’inverse des motoneurones FF, ont besoin de
moins d’activation synaptique pour déclencher des potentiels d’action. Ils seront donc activés
en premier lors d’une contraction et les motoneurones FF en dernier. Les motoneurones FF
sont recrutés pour des taches intenses de courte durée qui nécessitent une forte contraction
(courir ou sauter), alors que les motoneurones S sont recrutés pour des taches posturales
comme le maintien de la station debout, qui nécessitent une faible activité musculaire

(Kanning et al., 2010).

2 — Une dénervation sélective dans la SLA
La dénervation correspond a la destruction de la jonction neuromusculaire, suivie par une
dégénérescence axonale. Dans la SLA, la dénervation est un élément précoce qui apparait
bien avant la mort des motoneurones (Fischer et al., 2004). Des données morphologiques,
immunohistochimiques et électrophysiologiques ont montré une perte sélective et synchrone
des unités motrices FF du muscle gastrocnemius des pattes arriére chez les souris SOD19%°#
entre quarante-deux et cinquante jours post-nataux (Frey et al., 2000; Pun et al., 2006). Etant
les premiers touchés, ces motoneurones sont appelés « vulnérables ». La dénervation des
unités motrices FR a été observée plus tardivement, autour du quatre-vingtiéme jour, et enfin,
celle des unités motrices S n’apparait qu’aux stades finaux de la maladie, leurs motoneurones
sont donc dits « résistants » (Frey et al., 2000; Pun et al., 2006). Cette sensibilité¢ des
motoneurones FF a la dénervation est encore mal comprise, mais certaines hypothéses sont
proposées et des données apportées. Tout d’abord, les motoneurones FF sont les plus gros tant
au niveau du diameétre de leur corps cellulaire qu’au niveau du calibre de leur axone et
assurent des fonctions treés coliteuses en énergie. Or, comme cela a été décrit, la SOD1 mutée
perturbe a la fois le fonctionnement de la mitochondrie, source d’énergie en ATP importante,
et le fonctionnement du transport axonal, qui permet d’apporter des nutriments aux axones.
Les neurones pourraient alors se retrouver en situation de dénutrition. Les motoneurones FF
¢tant les plus demandeurs en énergie, ils dégénéreraient en premier. Deuxiémement,
contrairement aux motoneurones de type FR ou S, les motoneurones FF possédent de faibles
capacités de bourgeonnement, apres un écrasement ou une section de 1’axone, les rendant plus
vulnérables par manque d’adaptabilité a ce type de stress. A I’inverse, les motoneurones FR et
S, présentant cette faculté de bourgeonnement, seraient capables de ré-innerver les plaques
motrices laissées vacantes par la dégénérescence des motoneurones FF (Duchen, 1973; Frey

et al., 2000; Schaefer et al., 2005).
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Figure 13 : Séquence de dénervation des jonctions neuromusculaires des souris

Au stade asymptomatique (entre quarante et cinquante jours), une dénervation massive affecte
les fibres IIb, cibles des motoneurones FF alors que les fibres Ila et I restent respectivement
innervées par les motoneurones FR et S. Les synapses vacantes sur les fibres IIb sont alors
remplacées par les axones des motoneurones FR ou S qui possedent une capacité¢ de re-
croissance et de bourgeonnement. De maniére successive, on observera le démantélement des
jonctions neuromusculaires innervées par les motoneurones FR aux stades
présymptomatiques (quatre-vingt jours), puis celles innervées par les motoneurones S a des
stades tardifs de la maladie (cent vingt jours). D apres la revue de (Kanning et al., 2010).

Cette faculté permettrait de compenser fonctionnellement la perte des motoneurones FF. Cela

expliquerait pourquoi la faiblesse musculaire n’est détectée que tardivement, autour de quatre-
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vingt jours, par rapport a la perte des motoneurones FF, qui a lieu vers quarante-cinq jours. La
dénervation des motoneurones de type FR correspond a 1’age de déclenchement de la maladie
chez les souris SOD19”**. Ces données ont par ailleurs été confirmées chez des patients SLA

(Fischer et al., 2004).

3 - Participation de candidats locaux a la dénervation musculaire

dans la SLA

La mort des motoneurones SOD1 mutants est dépendante de processus cellule-autonome et
non-autonome. On peut donc supposer que le processus de dénervation lui-méme serait induit
par différents facteurs produits par des cellules environnantes comme les muscles ou les

cellules de Schwann.

a) L’hypermétabolisme du muscle squelettique
Des ¢tudes du groupe de Dupuis et Loeffler (Dupuis & Loeffler, 2008) ont suggéré que des
anomalies dans le métabolisme énergétique du muscle pouvaient étre une cause directe de la
dénervation (c¢f III — D). Les souris SOD1 mutées présentent une perte de poids par rapport
aux souris sauvages, avant le déclenchement de la maladie. Cet effet serait di a une
augmentation du taux métabolique basal, appelé¢ hypermétabolisme. Leur hypothése est que
I’hypermétabolisme des muscles chez ces souris entrainerait un déficit chronique en énergie,
précédant ’amyotrophie et la dénervation. Lorsque les souris SOD1 mutantes sont soumises a
un régime alimentaire riche en acides gras insaturés (« High Fat Diet », HFD), leur espérance
de vie est augmentée et elles présentent une diminution de la dénervation musculaire et de la
perte motoneuronale (Dupuis et al., 2004b; Mattson et al., 2007). Cependant, bien que ces
résultats prouvent un lien entre un déficit énergétique et la dénervation, ils ne montrent pas si

la source du déficit énergétique provient des muscles.

b) Candidats moléculaires pouvant participer a la dénervation

Les protéines du guidage axonal
Au cours du développement, les protéines de guidage axonal assurent le controle de
I’extension d’un axone vers ses cibles. Pour cela, elles fonctionnent comme des agents
répulsifs ou attractifs, et peuvent étre soit sécrétées, soit associées aux membranes. Une
fonction ou une expression aberrante de ces molécules pourrait contribuer a des changements

pathologiques précoces dans la connectivité des motoneurones des souris SOD1 mutantes
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(Pasterkamp & Giger, 2009). Plus précisément, trois types moléculaires ont suscité un intérét
grandissant dans cette pathologie, Nogo-A, Semaphorine 3A et les molécules CRMPs

(« Collapsin Response Mediator Protein »).

Nogo-A (réticulons-4A, « Neurite Outgrowth Inhibitor »)

La protéine Nogo-A, se définissant comme un inhibiteur de la croissance axonale, est
exprimée de maniere prédominante dans les muscles squelettiques de 1’embryon et décroit
chez I’adulte. De maniére intéressante, Nogo-A est surexprimée dans les muscles
squelettiques de patients SLA et chez des souris transgéniques SOD19** avant les premiers
symptdmes de la maladie (Dupuis ef al., 2002). Son augmentation s’intensifie avec la sévérité
de la maladie et cette augmentation est plus prononcée dans les fibres S (Jokic et al., 2006).
Le croisement des souris SOD19*® avec des souris déficientes en protéine Nogo-A augmente
la survie de ces souris d’une vingtaine de jours, et diminue la dénervation musculaire (Jokic et
al., 2006), bien qu’une étude a récemment montré des résultats inverses (Yang ef al., 2009).
Bien que nécessitant une confirmation, la majorité des ¢tudes vont jusqu’a présent dans le

sens d’un réle pro-dénervation de Nogo-A.

Semaphorine 34

La protéine Sémaphorine 3A (Sema3A) est une glycoprotéine sécrétée qui joue un rdle de
facteur de répulsion chez les motoneurones. Cette protéine peut étre exprimée et sécrétée par
les cellules de Schwann au niveau des jonctions neuromusculaires (De Winter ef al., 2006).
Des études ont montré que D’expression de la Sema3A dans les cellules de Schwann

augmentait chez les souris SOD19%*#

a des stades asymptomatiques (entre cinq et huit
semaines postnatales). Plus intéressant encore, cette augmentation est restreinte aux sous-
populations des jonctions musculaires innervées par les motoneurones FF, et son
augmentation est concomitante a la dénervation de ces motoneurones (De Winter et al.,
2006). La Sema3A pourrait alors agir directement sur les terminaisons nerveuses et induire
leur rétraction des jonctions neuromusculaires. De plus, la présence de Sema3A pourrait

empécher la faculté de bourgeonnement de ces axones FF, ce qui participerait a leur

dégénérescence (Kanning et al., 2010).
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Les molécules CRMPs (« Collapsin Response Mediator Protein »)

Les molécules CRMPs sont des phosphoprotéines cytosoliques qui ont été caractérisées
comme composants de la voie de traduction du signal Sema3A (Charrier et al., 2003). Cinq
CRMPs ont ¢été identifiées et réguleraient la croissance axonale de maniére positive ou
négative selon le type de CMRP. Ces protéines sont surtout exprimées dans le systeme
nerveux au cours du développement chez 1I’embryon et dans la premicre semaine de vie. Leur
expression est inhibée chez 1’adulte. Or, les protéines CRMPs peuvent étre réexprimées ou
activées dans les maladies neurodégénératives telles que 1’encéphalopathie spongiforme

bovine (Auvergnon et al., 2009) et la maladie d’ Alzheimer (Yoshida et al., 1998).

B — La mort cellulaire par apoptose
Il existe plusieurs mécanismes de mort cellulaire :
¢ La nécrose, processus de mort cellulaire accidentelle, consistant schématiquement en un
gonflement des organelles, une rupture de la membrane et au déversement de son contenu
(Kim et al., 2006) ;
¢ L’autophagie, processus d’autodigestion partielle du contenu d’une cellule par fusion avec
le lysosome, pouvant conduire a la mort de la cellule (Kim et al., 2006) ;
4 L’apoptose, processus de mort cellulaire programmée, déclenchée a la suite de 1’activation
d’un signal et mettant en place une séquence d’événements génétiquement définis.
Parmi ces trois types de morts cellulaires, nous allons détailler 'apoptose qui semble jouer un

role primordial dans le processus de mort des motoneurones au cours de la SLA.

1 — Généralités sur I’apoptose
L’apoptose est également appelée mort cellulaire programmée ou suicide cellulaire. Il s’agit
d’un programme d’autodestruction déclenché suite a 1’activation d’un signal. Ce processus
met en place une séquence d’éveénements génétiquement définis. D un point de vue cellulaire,
elle se manifeste par un rétrécissement cellulaire et nucléaire, une compaction et
marginalisation de la chromatine nucléaire et, plus tardivement dans le processus, une
circonvolution de la surface membranaire. L’apoptose n’entraine pas de réponse
inflammatoire (Hotchkiss ef al., 2009). Il est possible de distinguer trois catégories principales
de voies apoptotiques : la sécrétion dépendante d’un récepteur, la voie mitochondrie-
dépendante, et la voie dépendante du réticulum endoplasmique. Ces différentes voies font
intervenir a la fois des effecteurs communs aux trois voies et des effecteurs spécifiques. Dans
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tous les cas, la finalité sera [’activation des caspases. Ces protéines sont des cystéines
protéases, se divisant en caspases initiatrices et effectrices. Elles ne sont activées qu’apres
clivage, et s’activent en chaine pour former une cascade de mort. Les caspases 2, 8, 9 et 10
composent le groupe des caspases initiatrices et les caspases 3, 6 et 7 sont des caspases
effectrices. Les substrats des caspases incluent des protéines du cytosquelette, des protéines
structurales du noyau et des enzymes. On peut noter que certaines caspases sont quant a elles
impliquées dans des processus d’inflammation, comme les caspases 1, 4, 5, 12 et 14 (Guegan

& Przedborski, 2003).

a) La voie extrinséque de mort : les récepteurs de mort

(Figure 14)
Présentation des récepteurs de mort et de leurs ligands

Les récepteurs de mort appartiennent a la superfamille des récepteurs TNFR (« Tumor
Necrosis Factor Receptor »). Il s’agit de protéines transmembranaires de type I qui posseédent
une partie C-terminale intracellulaire, une région transmembranaire et un domaine de liaison
N-terminal extracellulaire. Leur domaine extracellulaire présente des domaines riches en
cystéines (« Cysteine Rich Domain » ou CRD), dont le nombre, de un a six, déterminera leur
affinité pour un ligand donné. Les récepteurs de mort se distinguent des autres récepteurs par
la présence d’une séquence cytoplasmique appelée domaine de mort (« Death Domain », DD),
essentielle pour I’induction de I’apoptose. Les récepteurs de mort sont activés par leurs
ligands, des cytokines appartenant a la famille de protéines TNF. Ce sont en majorité des
protéines transmembranaires de type Il qui possédent un domaine N-terminal intracellulaire,
une région transmembranaire, et une partie C-terminale extracellulaire (Ashkenazi, 2002;

Guicciardi & Gores, 2009).

L’apoptose liée aux récepteurs de mort
L’initiation du signal de transduction nécessite 1’oligomérisation du récepteur et la
juxtaposition des domaines intracellulaires. Initialement, il était pensé que la liaison du ligand
sous forme trimérique conduisait a la trimérisation du récepteur. Cependant, il a été montré la
présence d’oligomeres de récepteurs préassemblés a la surface cellulaire par leurs domaines
CRD. La liaison du ligand entrainerait un changement de conformation du récepteur
préassemblé, conduisant au recrutement de différentes protéines adaptatrices, interagissant

avec les domaines de mort des récepteurs. Plusieurs protéines adaptatrices ont été identifices,
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les plus communes étant FADD (« Fas-Associated protein with Death Domain »), TRADD
(« TNF Receptor-Associated protein with Death Domain »), et DAXX (« Death Domain-
associated protein ») (Guicciardi & Gores, 2009). Ces protéines font le lien entre le récepteur
et les effecteurs de la mort cellulaire par des interactions au niveau de leur domaine effecteur
de mort (« Death Effector Domain », ou DED).

La signalisation de mort cellulaire la mieux établie est celle du récepteur Fas. Son activation
se fait préférentiellement au niveau des microdomaines de la membrane plasmique, appelés
« radeaux lipidiques » (Ashkenazi, 2002; Andera, 2009). Ce complexe s’associe aux caspases
initiatrices 8 ou 10 et promeut leur activation. Selon les cellules, ces caspases activeront
directement les caspases effectrices 3, 6 et 7, regroupées dans la famille des cellules de type I,
ou bien la caspase 8 pourra cliver la protéine Bid et 1’activer (cellules de type II), amplifiant
ainsi la mort induite par la voie mitochondriale (Sathasivam & Shaw, 2005; Guicciardi &

Gores, 2009).

b) La voie intrinséque de mort par apoptose

(Figure 14)
La voie intrinseque dépendante de la mitochondrie

La mort engagée par la mitochondrie peut étre initiée suite a I’agression par des especes
oxygénées, a des dommages de I’ADN ou a une libération excessive de calcium dans le
cytoplasme. La voie principale de mort induite a travers la mitochondrie est celle dépendante
du cytochrome c et de I’activation des caspases. Des conditions de surcharge en calcium dans
la mitochondrie ou de stress oxydatif excessif peuvent favoriser une situation de
perméabilisation de la mitochondrie, impliquant la création d’un pore de transition a la
membrane mitochondriale (mPTP). Le mPTP est un canal transmembranaire poly-protéique,
formé par ’association de VDAC, de I’ANT (« Adenine Nucleotide Translocator ») et de la
cyclophiline, qui libére des molécules pro-apoptotiques telles que le cytochrome ¢ (Martin,
2010). Une fois libéré dans le cytoplasme, le cytochrome ¢ va s’associer avec APAF-1
(« Assembly from apoptotic Protease-Activating Factor-1 ») et la procaspase 9, formant ainsi
un complexe appelé apoptosome. Ce complexe permet ’activation de la caspase 9, qui
activera a son tour les caspases effectrices 3 et 7, conduisant in fine a une fragmentation de
I’ADN (Kim et al., 2006, Nagley et al., 2010). La mitochondrie peut libérer d’autres facteurs
pro-apoptotiques en plus du cytochrome ¢, comme AIF (« Apoptosis-Inducing Factor ») et

smac/DIABLO (« Second Mitochondria-derived Activator of Caspase / Direct Inhibitor of
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Apoptosis-Binding Protein with LOw pl»), qui déclencheront des voies apoptotiques

caspase-dépendantes et indépendantes.

Fas
() CYONOTe
a AR R @ oy
0 '\?\‘\‘\o ol ‘ol ‘o! l.“.“. L/ L/ /78
@ QNS DD S/
O \ \. @, FADD ® I 0
e \\\ O pED [ L O //.
Q \\ O Pro-caspase 8 1 @) 4
N0 & 7z
.\\. ROS Calcium \ . O
N\ C-FLIP &£
‘§. % A Bid [I Caspase 8 Q;f/‘.
Q: 0 l— j < .//«.
',:.‘: pre ’ Bax/Ba == \ ——) Pro-caspase 3 ..¢.
O APAF-1 j—
=0 o=
= ;ﬂ oo o= N, S
.:. 08 toch Pl‘0-caspase9\ .:.
0O ytocnrome € ‘ .—.
.ﬁ«. Calciun.l * 2 Caspase 9 ; .:.
.ﬁ‘/. 0 Apoptosome - .'Q o
P O
.4. Pro-caspase 12 3 ‘.\\..
./,’7 O) Caspase 12 \ \\\

Figure 14 : Les voies apoptotiques intrinséques et extrinseques dans la SLLA

La voie apoptotique extrinseque (1) est la voie des récepteurs de mort (ici Fas). La liaison du
ligand FasL au récepteur Fas entraine son activation. Au niveau de ces domaines de mort
(« Death Domain », DD) cytoplasmiques, il recrute la protéine adaptatrice FADD (« Fas-
Associated protein with Death Domain ») qui interagit ensuite avec la pro-caspase 8 au niveau
de son domaine effecteur de mort (« Death Effector Domain », DED). Ce complexe, appelé
DISC (« Death Inducing Signal Complex ») permettra de cliver la caspase 8 qui clivera a son
tour la caspase 3. La voie apoptotique intrinséque de mort implique a la fois la mitochondrie
(2) et le RE (3). La perméabilisation de la mitochondrie, pouvant étre due a des ROS ou a une
forte concentration calcique, va promouvoir la libération de molécules pro-apoptotiques, dont
le cytochrome c. Des pores transitoires perméables mitochondriaux (« Mitochondrial Pore
Transition Permeability », mPTP) ou ceux formés par I’oligomérisation de Bax et Bak vont
permettre la sortie du cytochrome c, pouvant ainsi s’associer au facteur APAF-1 (« Assembly
from apoptotic Protease-Activating Factor-1 ») et former 1’apoptosome. Ce dernier activera la
pro-caspase 9, qui a son tour activera la caspase 3. La caspase 8 impliquée dans la voie
extrinseque peut cliver et activer la protéine Bid, qui activera les protéines Bax et Bak, qui
pourront alors s’oligomériser. Enfin, en condition de stress prolongé, le RE peut activer la
caspase 12 qui activera ensuite la caspase 9 puis la caspase 3. D’apreés (Bernard-Marissal,
2011).
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L’activation de cette voie est finement régulée en amont par des protéines de la famille Bcl-2
(« B-Cell Lymphoma 2 »), classables selon leur fonction et leurs domaines d’homologie,
BH1-4. Les protéines pro-survie, telles que Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Al et Bcl-W, conservent
leurs quatre domaines BH1 a 4. Les protéines Bcl-2 et Bcl-xL empéchent ’activation de
protéines pro-apoptotiques, comme Bax et Bak, dans la membrane mitochondriale. Parmi les
protéines pro-apoptotiques, on peut distinguer deux groupes : le premier comportant Bax et
Bak, possédant une séquence de conservation des domaines BH1 a 3, et le second contenant
les protéines Bid, Bad, Bim, Noxa et Puma (ou protéines BH3), possédant une séquence de
conservation uniquement pour le domaine BH3 (Tsujimoto, 1998; Kim et al., 2006). Les
facteurs Bax et Bak sont également impliqués dans la libération du cytochrome c de la
mitochondrie. Une fois activées, ces deux protéines s’oligomérisent et forment des pores dans
la membrane mitochondriale. Cette étape est rendue possible par I’intervention des protéines
BH3, qui interagissent d’une part avec les protéines Bcl-2, piégeant Bax et Bak, ce qui a
comme conséquence de les libérer, et d’autre part, activent Bax et Bak pour favoriser leur
oligomérisation (Rodriguez et al., 2011). Enfin, I’apoptose peut étre inhibée par des protéines
de la famille des IAP (« Inhibitor of Apoptosis Proteins »). Cette famille de protéines
comprend les protéines XIAP (« X-linked- IAP »), c-IAP et survivine.

Ces protéines peuvent se lier aux caspases 3, 7 et 9 par leur domaine CARD (« CAspase
Recruitment Domain »), et ainsi empécher leur activation et donc, in fine, la mort cellulaire

(Altieri, 2010).

La voie intrinseque deépendante du Réticulum Endoplasmique ; en

interaction avec la mitochondrie
Lors d’un stress prolongé du RE, une signalisation pro-apoptotique peut étre initiée par cette
organelle. L’engagement vers 1’apoptose implique deux protagonistes principaux : la caspase
12, qui, une fois clivée peut a son tour activer les caspases 3 et 9, indépendamment de la voie
mitochondriale, et CHOP et p53, des facteurs de transcription. Ces derniers vont activer la
synthese de protéines pro-apoptotiques dans le noyau, dont la synthése de protéines de type
BH3 (Galehdar et al., 2010), qui, une fois dans le cytoplasme, vont activer Bax et Bak, qui
transiteront ensuite vers la mitochondrie. Par ailleurs, certaines protéines BH3, et notamment
Puma, sont localisées dans le RE et elles peuvent induire une activation des récepteurs IP;R,

conduisant ainsi a une libération de calcium (Shibue & Taniguchi, 2006). Ce calcium en exces
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sera en partie capturé par la mitochondrie, pouvant contribuer a sa perméabilisation. Ceci

pourra conduire a la libération de protéines pro-apoptotiques (Kim et al., 2006).

2 — L’apoptose dans la SLA

a) Aspects morphologiques et marqueurs apoptotiques

Aspects morphologiques
Afin de déterminer si les motoneurones meurent par apoptose dans la SLA, des cellules
apoptotiques ont ¢été recherchées sur la base de criteres tels qu’une condensation
cytoplasmique et nucléaire, une compaction de la chromatine et une préservation de la
structure des organelles. Chez les patients SLA et chez les souris modeles de la maladie, la
plupart des motoneurones « malades » sont atrophiés, avec un cytoplasme vacuolisé
(dilatation d’organelle), un noyau condensé et une irrégularité de la surface membranaire. Au
stade final, les motoneurones ne mesurent plus que 20% de leur taille initiale et sont de forme
ronde ou fusiforme (Martin, 1999; Guegan & Przedborski, 2003). Ces critéres ne
correspondent toutefois pas a ceux caractérisant exclusivement 1’apoptose, notamment a cause
de I’absence de condensation de la chromatine. Au stade final de la maladie chez les souris,
un faible nombre de cellules en apoptose a pu étre mis en évidence (Figure 15) dans des

coupes de moelles épinieres de souris transgéniques SLA.

Figure 15 : Cellule apoptotique a un stade avancé de la maladie chez les souris SOD1%%A

Ilustration d’une cellule en apoptose identifiée morphologiquement, dans la moelle épiniére
de souris SOD19** 4 un stade final de la maladie. La fléche indique la compaction de la
chromatine en masses rondes dans le noyau. On peut également remarquer une condensation
du cytoplasme de la cellule. D apres la revue (Guegan & Przedborski, 2003).
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Ces résultats sont le reflet de la difficulté a détecter les cellules apoptotiques au stade final,
car 50% des motoneurones sont déja perdus. Le taux de mort par jour est tres faible, estimé a
0,6%, a un niveau donné de la moelle épinicre, et les cellules apoptotiques disparaissent tres
vite, probablement phagocytées (Chiu et al., 1995; Guegan & Przedborski, 2003). L’étude
morphologique a donc di étre complétée par 1’expression de marqueurs apoptotiques, pour

indiquer que les voies de mort par apoptose étaient mises en ceuvre.

Expression de marqueurs apoptotiques
Une des caractéristiques de 1’apoptose est la fragmentation de I’ADN. Ce phénomene peut
étre évalué en marquant les extrémités 3’ libres par deux techniques, le TUNEL (« Terminal
transferase-mediated dUTP Nick End-Labelling ») et I'ISEL (« In Situ End Labelling »). Ces
marquages chez des patients SLA et des souris transgéniques modeles de la maladie ont
abouti a des résultats contradictoires (Migheli ef al., 1994; Migheli ef al., 1999; He & Strong,
2000). De plus, ces techniques présentent 1’inconvénient de pouvoir également marquer des
cellules en nécrose. D’autres marqueurs plus fiables ont alors été testés. Le premier est
I’antigéne carbohydrate Le”. Il est exprimé lors de changement de glycosylation 4 la surface
de la cellule, traduisant des changements morphologiques de la surface membranaire. Il est
fortement exprimé chez les patients SLA et chez les souris transgéniques (Hiraishi et al.,
1993; Yoshiyama ef al., 1994). Le second est le marqueur Fractine. Il s’agit d’un produit de
clivage de la B-actine par la caspase 3 permettant d’identifier les cellules en apoptose. Son
expression est augmentée dans la moelle épiniére des souris SOD1 mutantes et non chez les
sauvages (Vukosavic et al., 2000). Enfin, des niveaux élevés de la protéine liée a 1’apoptose
Par-4 (« Prostate Apoptosis Response 4 ») ont été observés a la fois chez des patients SLA et
chez des souris SOD1 mutées et non chez les controles (Rangnekar, 1998). L’ensemble de ces
observations suggere fortement que les motoneurones meurent par apoptose. Afin d’évaluer le
role de I’apoptose dans la SLA, des médiateurs moléculaires de mort cellulaire programmee

ont été étudiés.

b) Activation de I’apoptose dans la SLA

Activation des caspases
Afin de démontrer une implication des caspases dans la SLA, des injections
intraventriculaires d’un inhibiteur général des caspases, z-VAD fmk, ont été réalisées.

L’inhibition des cascades atténue la mort induite chez les souris SOD1** (Li et al., 2000) et
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prolonge la survie des animaux en retardant le déclenchement de la maladie. D’autres études
ont montré une activation de la caspase 9 concomitante a la translocation de Bax a la
mitochondrie, et une distribution cytoplasmique du cytochrome c chez les souris SLA
(Guegan et al., 2001). Chez des patients SLA, la caspase 9 activée et la libération du
cytochrome ¢ ont également €té observées (Guegan et al., 2001; Inoue et al., 2003). Ces
données mettent en évidence I’implication de la voie mitochondriale dans la SLA.
L’activation des caspases effectrices 3, 7 et de la caspase 8 survient a des stades plus tardifs
chez les souris (Spooren & Hengerer, 2000; Sathasivam & Shaw, 2005), la caspase 3 étant
active également dans les motoneurones de patients SLA (Martin, 2010). D’autres études ont
montré que la caspase 12, rattachée au RE, était fortement exprimée chez les patients SLA et
chez les souris symptomatiques SLA (Guegan & Przedborski, 2003; Atkin et al., 2008).
Enfin, des caspases impliquées dans des réponses inflammatoires, les caspases 1 et 11, sont

., s . 93A
surexprimées dans la moelle épiniere des souris SOD1¢

et leur augmentation coincide avec
le développement de la réponse gliale (Pasinelli et al., 1998; Pasinelli et al., 2000; Vukosavic
et al., 2000; Kang et al., 2003). De plus, I’utilisation d’un dominant négatif de la caspase 1

retarde la progression de la maladie, mais non son déclenchement (Friedlander et al., 1997).

Diminution des protéines pro-survie au profit de I’augmentation de

molécules pro-apoptotiques
L’expression des protéines pro-survie Bcl-2 et Bel-xL est diminuée chez les patients SLA et
chez les souris SOD19*4 symptomatiques au profit d’'une augmentation des protéines pro-
apoptotiques Bad et Bax (Mu et al., 1996; Vukosavic et al., 1999). La diminution de Bcl-2
pourrait étre due a sa séquestration dans des agrégats de la SOD1 mutée de grande taille,
notamment dans la mitochondrie (Pasinelli ez al., 2004). La surexpression de Bcl-2 chez les
souris transgéniques retarde le déclenchement de la maladie et prolonge la survie d’environ
deux semaines (Kostic et al., 1997). La protéine XIAP, inhibant I’activation des caspases,
diminue également, a des stades symptomatiques chez les souris SOD19**. Sa surexpression
chez ces souris diminue la perte des motoneurones et ralentit la progression de la maladie
d’environ douze jours, sans affecter son déclenchement (Inoue et al., 2003; Wootz et al.,
2006). Plusieurs équipes ont étudié¢ les effets d’une diminution de 1’expression de protéines
pro-apoptotiques. Il a ainsi ét¢ mis en évidence que la délétion de la protéine Puma chez les
souris SOD1%4, jouant un rdle a la fois au niveau de I’apoptose de la mitochondrie et du RE,

retarde le déclenchement de la maladie d’une vingtaine de jours, ainsi que la perte des
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motoneurones (Kieran et al., 2007). Plus récemment, des travaux ont montré que la délétion
génétique de Bax et Bak dans les neurones retardait le déclenchement de la maladie et
augmentait la survie des souris SOD1%** d’environ un mois (Reyes et al., 2010). La délétion
de ces protéines diminue également la perte motoneuronale et notamment la proportion de
cellules apoptotiques, ¢valuées dans cette étude par un marquage de la caspase 3 clivée.
D’une maniére plus surprenante, cette délétion diminue fortement la dénervation, ce qui va de
pair avec I’amélioration des résultats aux tests moteurs de ces souris effectués par le rotarod.
La voie apoptotique dépendante de la mitochondrie jouerait donc un rdle direct dans les
processus de mort des motoneurones comprenant a la fois les processus dégénératifs, la

dénervation de ces cellules et I’exécution de la mort (Reyes et al., 2010).

3 — L’apoptose dans la SLA : implication de la voie extrinseque
Une composante importante de 1’apoptose est assurée par 1’activation des récepteurs de mort.
De nombreuses études ont porté sur I’implication de ces récepteurs dans la SLA et ont montré
que quatre d’entre eux, p75, TNFR, LIGHTR et Fas, pourraient participer a des processus

cellule-autonome ou non-autonome de toxicité liée a la SOD1 mutée.

a) Le récepteur au NGF : p75 neurotrophin receptor (p75NTR)

Le NGF («Nerve Growth Factor ») est une neurotrophine pouvant jouer sur différentes
fonctions cellulaires selon le récepteur auquel elle se lie. Elle jouerait un role dans la survie et
la différenciation neuronale par activation de son récepteur a haute affinit¢ TrKA, ou un role
dans la mort neuronale par activation du récepteur a basse affinité p75™ '~ (Pehar et al., 2004).

. ’ NTR
Les motoneurones expriment le récepteur p75

au cours du développement embryonnaire,
notamment pendant la période de mort développementale et 1’activation de ce récepteur serait
a D’origine de la mort d’une partie des motoneurones au cours de la SLA. Son expression
diminue chez I’adulte (Yan et al., 1988), mais augmente a nouveau dans les motoneurones des
patients SLA et des souris modeles de la maladie. Des études ont montré que les

motoneurones exprimant p75NTR

étaient entourés par des astrocytes qui exprimaient le ligand
du récepteur p75™ ", le NGF (Pehar et al., 2004). Leurs auteurs ont mis en évidence que des
astrocytes rendus « réactifs » par de 1’oxyde nitrique sécrétaient du NGF et pouvaient
entrainer la mort des motoneurones « sauvages » mis en co-culture, par un processus de mort
dépendant de p75 (Pehar et al., 2004; Domeniconi et al., 2007). De plus, ’ajout de NGF

aboutit a la mort des motoneurones SOD1 mutants, alors qu’il faut y ajouter de 1’oxyde
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nitrique pour induire la mort des motoneurones sauvages (Pehar et al., 2007). Enfin, des
travaux réalisés afin de tester I’effet du blocage de p75" '\ sur I’évolution de la maladie,
montrent que la diminution du récepteur p75 au moyen d’un peptide anti-sens ou par ablation

génétique chez les souris SOD19%**

améliore modestement la survie des souris (Kust et al.,
2003; Turner et al., 2003). De plus, ces résultats modérés ne sont par retrouveés par un autre

groupe utilisant un antagoniste de la liaison du ligand a son récepteur (Turner et al., 2004).

b) Le récepteur au TNFa
Le TNFa est une des principales cytokines pro-inflammatoires. Il exerce son effet par
I’activation des récepteurs TNFR1 et TNFR2, dont seul TNFR1 est impliqué dans une voie
apoptotique. Le TNFa, TNFR1 et TNFR2 sont tous les trois exprimés par les neurones, les
astrocytes et la microglie dans tout le systéme nerveux (Park & Bowers, 2010). Le processus
d’inflammation dans la SLA implique ’activation des astrocytes et de la microglie qui vont
produire des cytokines, et notamment le TNFa, en présence de la SOD1 mutée (Zou &
Crews, 2005). Des études in vitro et in vivo ont montré que le TNFa était capable de
provoquer la mort des motoneurones en culture (Ugolini et al., 2003), mais les mécanismes ne
sont pas connus, bien que des travaux aient montré que le TNFa pourrait provoquer une
augmentation du transport rétrograde des mitochondries conduisant a leur accumulation dans
le soma (Stommel et al., 2007). En étudiant le role potentiel du TNFa dans la SLA, il a été
observé que I’expression du TNFa et des caspases pro-inflammatoires 1 et 11 augmentait de
manicre concomitante a 1’activation gliale a partir de soixante-quinze jours chez les souris
SOD19** (Yoshihara et al., 2002). De méme, une augmentation du récepteur TNFR1 est
observée a partir du déclenchement de la maladie et durant toute sa progression (Elliott, 2001;
Hensley et al., 2002; Hensley et al., 2003). De plus, des niveaux ¢levés de TNFa et de ses
récepteurs ont été trouvés dans le plasma de patients SLA (Cereda et al., 2008), confortant
ainsi I’idée d’une implication potentielle de ces récepteurs dans la maladie. Divers traitements
tels que la thalidomide, 1’acide folique, I’'IGF-1 et des chélateurs de métaux, qui aboutissent a
une réduction des niveaux de TNFa, ont des effets bénéfiques chez les animaux transgéniques
modeles de la maladie (Kiaei et al., 2006; Petri et al., 2007; Dodge et al., 2008; Zhang et al.,
2008). Cependant, ces ¢tudes n’ont pas montré directement I’implication du couple
TNFo/TNFR dans la neurodégénérescence, et les effets bénéfiques pourraient étre dus, non
pas a un effet de ces agents pharmaceutiques sur le TNFa, mais a une diminution globale de

G93A
1

I’inflammation par d’autres mécanismes. Par ailleurs, le croisement de souris SOD ou
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SOD1%™ avec des souris déficientes en TNFo. n’affecte pas la survie de ces souris ni la perte
des motoneurones, ce qui apporte un doute sur un rdéle majeur de TNFa dans la

dégénérescence des motoneurones liée a I’inflammation dans la SLA.

¢) Le récepteur a LIGHT : LT-fR
La protéine LIGHT est une protéine transmembranaire de type II de la famille TNF, pouvant
se lier a trois récepteurs différents, le récepteur lymphotoxin-f§ (LT-B-R), le récepteur HVEM
(« Herpes Virus Entry Mediator ») et le récepteur Dcr3 (decoy 3). La protéine LIGHT joue un
réle important dans les processus de I’'immunité adaptative et innée (Ware, 2005). Des études
ont démontré I’existence d’une nouvelle voie de mort sélective des motoneurones impliquant
un mécanisme cellule-non-autonome. Il a ét¢é montré que le ligand LIGHT pouvait induire
50% de mort des motoneurones sauvages en activant le récepteur LT-B-R. De plus, cette mort
peut étre potentialisée par la cytokine INFy (interféron gamma). Cette voie de mort,
indépendante de la mitochondrie, impliquerait I’activation de la kinase p38 et des caspases 6
et 9 comme effecteurs de mort. Le mod¢le de pathogénicité liée a SOD1 mutée in vitro repose
sur le fait, tout d’abord, que les motoneurones SODI1 mutants ne présentent pas de
susceptibilit¢ accrue a la mort induite par LIGHT ou INFy comparés aux motoneurones
controles, réduisant la possibilit¢ d’un processus cellule-autonome. Deuxieémement, les
astrocytes SODI1 mutants sécrétent des toxines et notamment D'INFy. Et enfin, les
motoneurones cultivés sur un tapis astrocytaire SOD1 mutant meurent, et cette mort est
bloquée par 1’ajout d’anticorps neutralisants anti-INFy ou par inhibition de la voie LIGHT-
LT-B-R. In vivo, I’expression de LIGHT n’est pas différente entre les souris sauvages et les
souris SOD1°”** aux différents stades de la maladie. En revanche, I’expression d’INFy
augmente au déclenchement de la maladie (autour de quatre-vingt dix jours), d’abord dans les
astrocytes (Aebischer et al., 2011; Wang et al., 2011b), puis plus tardivement dans les
motoneurones (entre quatre-vingt dix et cent dix jours). L’augmentation des niveaux d’INFy
va donc sensibiliser les motoneurones a mourir par LIGHT. La délétion génétique de LIGHT
chez les souris SOD1%”** retarde la progression de la maladie mais pas son déclenchement.
Ceci confirme I’implication d’un mécanisme de pathogénicité de type cellule non-autonome
de I’association INFy-LIGHT (Aebischer ef al., 2011). De plus, une augmentation des niveaux
d’INFy a été retrouvée dans le sérum et le fluide cérébrospinal des patients SLA, indiquant un
role potentiel de cette cytokine dans le processus de mort des motoneurones SOD1 mutants

(Tateishi et al., 2010).
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d) Le récepteur Fas et son ligand FasL

(Figure 16)

Au cours du développement des motoneurones de la moelle épiniere, la moitié¢ d’entre eux
meurent apres avoir €tabli un contact avec leur cible, selon un processus de mort cellulaire
programmeée développementale (Pettmann & Henderson, 1998). De plus, il a ét¢ montré une
implication du récepteur Fas dans la mort développementale des motoneurones. En effet, en
cas d’absence de facteurs de survie ou en conditions de stress, les motoneurones activent une
voie de mort programmée au cours de laquelle la moitié meurt in vitro, un jour apres
ensemencement. Cette mort est inhibée par le blocage de ’interaction Fas/Fas ligand (FasL).
Par ailleurs, la privation de facteurs trophiques entraine une activation de Fas, une production
active de FasL et une mort impliquant la caspase 8. De plus, ces auteurs ont montré que la
mort par Fas pouvait étre un processus actif car I’ajout de FasL ou I’activation du récepteur
Fas par des anticorps anti-Fas agonistes aboutit a 50% de mort des motoneurones en présence
de facteurs trophiques. Cette voie de mort requiert 1’activation de la caspase 8, dépendante de
I’activation de la voie mitochondriale. L’activation de Fas induit une mort maximale de 50% a
quarante-huit heures, un pourcentage qui n’est pas augment¢ les jours suivants. Ceci suggere
la présence d’une population résistante a cette mort. Dans ce sens, les auteurs ont montré que
cette résistance était due a une synthése accrue de la molécule cFLIP (« cellular
FLICE/caspase 8-Like Inhibitory Protein ») au bout de trois jours de culture. La molécule c-
FLIP est un inhibiteur intracellulaire de la caspase 8 qui s’associe a la protéine FADD,
empéchant son interaction avec la caspase 8, et donc la mort des motoneurones (Raoul ef al.,
1999). Cette méme équipe a ensuite découvert I’existence d’une deuxiéme composante dans
la voie de mort des motoneurones activés par Fas. Ils ont ainsi montré que Fas active, dans les
motoneurones seulement, une autre voie de mort paralléle a la voie classique, et impliquant
comme partenaires la protéine adaptatrice DAXX, recrutant la kinase ASK-1, qui active en
aval la kinase p38, laquelle stimule la transcription de la nNOS (« neuronal Nitric Oxide
Synthase »), et donc augmente la production de NO. Les deux voies de mort agissent en
synergie pour induire la mort des motoneurones. La kinase p38 peut activer aussi bien la voie
mitochondriale que la voie NO. L’implication de cette voie dans la pathologie li¢e a la SOD1
mutée a été étudiée. D’une maniére intéressante, les motoneurones SOD1 mutants présentent
une sensibilité accrue a la mort induite par FasL ou NO, mourant & des doses de cent fois

inférieures a celles nécessaires pour tuer les motoneurones sauvages.
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Figure 16 : Les motoneurones SOD1 mutants sont vulnérables in vitro a la voie de mort
Fas/NO

Les motoneurones meurent suite a 1’activation du récepteur Fas en empruntant la voie de la
caspase 8 mais aussi la voie de la mitochondrie. Une nouvelle voie de mort a été identifiée : le
récepteur Fas, suite a son activation, va interagir avec la protéine adaptatrice DAXX, qui
recrutera la protéine ASK-1, activant ensuite en aval la kinase p38. Cette derni¢re va
augmenter transcriptionnellement la nNOS (« neuronal Nitric Oxide Synthase »), ce qui va
permettre la production d’oxyde nitrique (NO). Le NO, en retour, va activer la synthése du
ligand Fas, ce qui formera la boucle d’amplification Fas — NO — FasL — Fas. Le NO
pourrait perturber le fonctionnement de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique, ou
encore produire du peroxynitrite, I’ensemble étant toxique pour la cellule. Les cellules
environnantes des motoneurones peuvent sécréter des agonistes a Fas (son ligand FasL) et du
NO. D’apres (Raoul et al., 2002a, Raoul et al., 20006).

De plus, la production de NO provoque une synthése de FasL et une phosphorylation de la
kinase p38 dans les motoneurones mutants, entrainant [’activation d’une boucle

d’amplification de mort (Raoul et al., 2002b; Raoul et al., 2006). Cette voie est aussi activée

in vivo, puisque de nombreux composants tels que FasL, DAXX, ASK-1 et phospho-p38
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augmentent chez les souris SOD19%*4

a partir des stades asymptomatiques (Holasek et al.,
2005; Raoul et al., 2006; Ranganathan & Bowser, 2010). D’ailleurs, le croisement de souris
SOD19** avec des souris exprimant une forme dominante négative de DAXX diminue le
nombre de motoneurones FasL positifs dans la moelle épiniére de souris, montrant que la
boucle d’amplification existe ¢galement in vivo (Raoul et al., 2006). L’ importance de cette
voie a été confirmée lorsque ses acteurs moléculaires ont été retrouvés augmentés chez les
patients SLA. Ainsi, le sérum d’un quart des patients SLA sporadiques et familiaux contient
des niveaux anormaux d’anticorps anti-Fas (Sengun & Appel, 2003). Le récepteur Fas lui-
méme est augmenté dans les cornes ventrales de la moelle épiniere des patients SLA (de la
Monte et al., 1998). Une expression plus intense de nNOS et de la phospho-p38 a également
¢té observée dans la moelle épini¢re des patients SLA (Phul & Smith, 2000; Catania et al.,
2001; Sasaki et al., 2001; Bendotti et al., 2004).

Enfin, 'implication de cette voie Fas dans la maladie a pu étre mise en €évidence in vivo en

G93A ,
1 . Deux études se

inhibant I’expression de certains de ses composants chez les souris SOD
sont intéressées a cibler Fas. La premiére étude a consisté a croiser des souris SOD19** avec
des souris FasL#" homozygotes, présentant une mutation ponctuelle aboutissant a une perte de
fonction de la protéine. Les résultats obtenus sont modestes mais significatifs, les souris
SOD19"4/FasL€9 affichant une meilleure résistance au test moteur du rotarod, une extension
de la survie de sept jours et une perte de motoneurones plus faible (Petri ef al., 2006). Dans la
seconde ¢tude, des ARN interférents ciblant le messager de Fas sont injectés en intrathécal au
moment du déclenchement de la maladie, a 1’aide d’une mini-pompe osmotique qui permet
une libération réguliére du produit pendant un mois. Ces travaux sont particulierement
intéressants car ils s’inscrivent d’une manicre appliquée dans le cadre d’une approche
thérapeutique. Les souris transgéniques modeles de la SLA injectées avec un ARN interférent
ciblant Fas présentent une diminution de la mort des motoneurones, un retard dans le
déclenchement de la maladie, mais peu d’effet sur sa progression. Les auteurs mettent en
cause la limitation de leur systéme qui ne peut délivrer les ARN interférents que pendant
quatre semaines (Locatelli et al, 2007). Dans ces deux études, une diminution des
composants de la voie Fas/NO lorsque Fas est inhibé a également ét¢ mise en évidence. Les
deux voies de mort identifiées représentent deux processus de mort des motoneurones. La
voie Fas implique un processus cellulaire-autonome, la présence méme de la SOD1 mutée
dans le motoneurone conduisant a une sensibilité accrue a la voie de mort Fas/NO et a une

boucle d’amplification du systéme. La voie LIGHT, au contraire, dépend plus d’une toxicité
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induite par la présence de SOD1 mutée dans les astrocytes qui sécretent de I'IFNy et
sensibilisent les motoneurones a la mort par LIGHT. Ces deux voies sont ainsi
complémentaires et leur activation simultanée conduit a un effet additif, aboutissant a la mort
d’environ 70% de motoneurones in vitro (Aebischer et al., 2011). Les nombreux travaux in
vivo et chez les patients SLA ont démontré I’implication de la voie Fas dans la maladie,
confirmant que le modéle in vitro des motoneurones en culture constitue une bonne approche

expérimentale dans 1’étude de la SLA.
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V - Les mitochondries

A - Présentation générale
Les mitochondries (du grec mitos : fil et chondros : grain) sont des organites présents a
I’intérieur des cellules eucaryotes, dont la taille est de 1’ordre du micrométre. Leur role
physiologique est primordial puisque c’est dans les mitochondries que 1’énergie fournie par
les molécules organiques est récupérée sous forme d’ATP (énergie contenue dans la liaison
phosphate — phosphate), la source principale d’énergie pour la cellule eucaryote par le

processus de phosphorylation oxydative.

I - Origine et historique

Selon la théorie endosymbiotique énoncée par Margulis (1966), I’endosymbiose d’une o-
protéobactérie dans les cellules eucaryotes primitives, il y a environ deux milliards d’années,
serait a 1’origine des mitochondries. Cette hypothése a été¢ suggérée grace a la découverte de
similarités biochimiques et génétiques entre les bactéries et les mitochondries et notamment
grace aux études portant sur I’ADN mitochondrial, dés 1980, suggérant que ce dernier
dériverait du génome procaryote primitif. Il semble qu’au cours de 1’évolution, ’ADN
originel de la bactérie ait subi diverses évolutions, perdu un grand nombre de genes, parfois
transférés dans I’ADN de la cellule hote. Parallélement a ce report de la synthese de certaines
protéines vers [’hdte, ce dernier a développé un arsenal enzymatique (translocases) permettant
le transfert de ces protéines vers la matrice mitochondriale.

La découverte des mitochondries est attribuée a Kolliker, en 1857. 11 décrivit pour la premiere
fois leur morphologie dans le tissu musculaire. La présence de ces organites dans toutes les
cellules fut démontrée en 1890 par Altmann qui mit au point une technique de coloration des
mitochondries et suggéra leur autonomie métabolique et génétique. En 1937, Krebs
construisit un modele métabolique siégeant dans la mitochondrie chez les eucaryotes. Il
I’appela cycle de I’acide citrique. L’isolement de mitochondries fut réalisé pour la premicre
fois par Claude en 1940, qui effectua un fractionnement cellulaire a partir de cellules
hépatiques. Cette technique fut ensuite améliorée par Hogeboom et Schneider qui utiliseérent
du sucrose isotonique pour préserver 1’intégrité et la morphologie mitochondriale. Ceci permit
d’observer la structure mitochondriale au microscope électronique et ainsi de les décrire
comme des organites délimités par deux membranes, la membrane interne présentant des

invaginations appelées crétes.
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Introduction
En 1948, Kennedy et Lehninger démontrérent que le cycle de 1’acide citrique ou cycle de

Krebs, la B-oxydation des acides gras et la phosphorylation oxydative (OXPHOS) ont lieu
dans la mitochondrie.

En 1978, Peter Mitchell obtint le Prix Nobel pour la théorie chimio-osmotique postulant que
le couplage entre la chaine d’oxydo-réduction et le mécanisme de phosphorylation repose sur
la formation d’un gradient de protons a travers la membrane interne servant de réservoir
d’énergie pour la synthése d’ATP. La structure génétique de I’ADN mitochondrial humain fut
découverte en 1981, par Andersen et la premiere mutation pathogéne fut identifiée par
Wallace en 1988. Enfin, Boyer et Walker obtinrent le Prix Nobel en 1997 pour leurs travaux

sur la structure et le fonctionnement de I’ ATP synthase.

Mitochondrie

Espace
intermembranaire

Membrane
interne

Matrice
mitochondriale

Figure 17 : Schéma général d’une mitochondrie

2 - Structure
Les mitochondries sont des organites retrouvés dans la plupart des cellules eucaryotes a
I’exception des érythrocytes. Elles mesurent entre 0,5 et 1 um de diamétre et peuvent
atteindre plus de 10 um de long. Les mitochondries sont constituées d’'une membrane externe
et d’'une membrane interne, délimitant deux compartiments, I’espace inter-membranaire et la

matrice mitochondriale. Les études de tomographie €lectronique ont révélé I’existence d’un
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compartiment supplémentaire constitué par la fermeture des crétes mitochondriales au niveau
de leur collet ainsi que la trés grande variabilité de la structure interne des mitochondries en
fonction de leur état métabolique (Mannella ef al., 2001).

La membrane externe constitue une membrane semi-perméable aux ions et aux petites
molécules, ce qui fait que ’espace inter-membranaire a une composition proche de celle du
cytoplasme. Cette perméabilité est assurée en partie par la présence d’une protéine formant un
canal transmembranaire, VDAC (« Voltage Dependent Anion Channel »). Cette protéine
permet le passage des molécules d’une taille inférieure a 10 kDa (anions, cations, acides gras,
pyruvate et nucléotides). Les molécules dont la taille est supérieure a 10 kDa, lorsqu’elles
possedent un signal d’adressage mitochondrial, sont prises en charge par les complexes
d’importation TOM et TIM (« Translocase of the Outer Membrane » ; « Translocase of the
Inner Membrane »), localisés au niveau d’une zone d’accolement entre les membranes externe
et interne. La membrane interne a une composition qui différe des autres membranes
biologiques avec environ 80% de protéines pour seulement 20% de phospholipides. De plus,
sa composition lipidique est particuliere puisqu’elle est riche en cardiolipine. Ainsi, la
membrane interne est beaucoup moins perméable que la membrane externe et constitue une
barri¢re sélective entre la matrice et I’environnement cytosolique. Le passage des molécules
nécessite donc la présence de transporteurs tels que le transporteur des nucléotides
adényliques (ANT ), qui réalise 1’échange ATP/ADP entre le cytosol et la matrice
mitochondriale, le transporteur du phosphate inorganique (PiC), le transporteur du pyruvate,
la navette glycérol-3-phosphate et la navette malate-aspartate. La membrane interne
s’invagine et forme des crétes mitochondriales qui permettent d’augmenter la surface
membranaire. Elle contient la machinerie enzymatique des phosphorylations oxydatives
(OXPHOS) qui assure la synthése mitochondriale d’ATP. La matrice mitochondriale contient
I’ADN mitochondrial ainsi que les ¢léments nécessaires a sa réplication et son expression.
C’est également le siege de nombreuses voies métaboliques telles que le cycle de Krebs et la
[-oxydation des acides gras.

La forme et le nombre de mitochondries par cellule dépendent du type cellulaire et des
besoins énergétiques. De plus, au sein des cellules, les mitochondries ne sont pas isolées mais
forment un réseau dynamique qui subit des phénomenes de fusion et de fission tres régulés

(Karbowski & Youle, 2003).
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3 - Fission Mitochondriale et Fusion Mitochondriale
L’ hétérogénéité de la morphologie des mitochondries peut étre expliquée par leur nature
dynamique (Liesa et al., 2009). La forme globale du réseau mitochondrial est régie par des
phénomenes de fusion et fission (Hales, 2004; Frazier et al., 2006; Cerveny et al., 2007).
Chez les mammiferes, la fission des mitochondries est réalisée principalement par Drpl
(« Dynamin-related protein 1 »), et la fusion des mitochondries par I’intermédiaire de la
mitofusin 2 (Mfn2) et d’OPA 1 (« Dynamin-related guanosine triphosphate mutated in
dominant optic atrophy »). Ces processus sont régulés et coordonnés en fonction des
différents stades cellulaires, notamment la croissance, la mitose et I’apoptose (Cerveny et al.,
2007). Le lien entre 1’activité métabolique des mitochondries et les processus de fission et
fusion reste ambigu. Il a été montré qu'une perturbation du réseau dynamique mitochondrial,
via une perturbation des processus de fission et de fusion, entraine une diminution de la
production d’énergie mitochondriale, ce qui suggere que la dynamique mitochondriale peut
elle-méme contréler le métabolisme mitochondrial (Liesa et al., 2009). Des défauts dans les
processus de fission et de fusion sont associés dans les cellules humaines a une altération de la
respiration mitochondriale (Benard et al., 2011). L’¢quilibre entre ces deux processus opposeés
semble majeur pour maintenir les propriétés fonctionnelles des mitochondries. Pich et
collaborateurs (Pich et al., 2005b), ont démontré que I’hyperfusion du réseau mitochondrial
via une suractivation de Mnf2 augmentait I’oxydation du glucose et le potentiel membranaire
mitochondrial, tandis que la perte de fonction de Mnf2 entrainait le phénoméne inverse, a
savoir une diminution de 1’oxydation du glucose et du potentiel membranaire, par une
répression de certaines sous-unités des complexes OXPHOS. Une autre étude a montré que le
blocage de la fission mitochondriale, par I’inhibition de I’expression de Drpl, entraine une
perte d’ADN mitochondrial ainsi qu’une diminution de la respiration couplée a une
augmentation de la production d’especes oxygenes réactives (ROS). Au niveau cellulaire, ces
altérations mitochondriales dues a un manque de fission, ménent a une chute du niveau
d’ATP cellulaire, a une inhibition de la prolifération des cellules et & une augmentation de
I’autophagie (Parone et al., 2008). Enfin, il est intéressant de noter que le déplacement des
mitochondries dans 1’axone des neurones se fait grace aux phénomenes de fission et de
fusion, ce qui permet aux mitochondries de se rendre dans les zones de forte demande

énergétique (Hollenbeck & Saxton, 2005; Saxton & Hollenbeck, 2012).
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4 - Le transport mitochondrial
(Figure 18)
La mobilité mitochondriale est indissociable des phénoménes de fission et de fusion. Le
transport mitochondrial permet de répartir le réseau mitochondrial au niveau des sites sub-
cellulaires les plus demandeurs en ATP. Il joue un role trés important dans les cellules
hautement polarisées tels que les neurones.
Dans les neurones, deux principaux types de transport ont été¢ décrits. Le transport antérograde
s’effectue du corps cellulaire vers les terminaisons axonales tandis que le transport rétrograde
s’effectue dans le sens inverse. La migration des mitochondries semble dépendante de leur
fonction énergétique puisqu’il a ét¢ montré que les mitochondries dépolarisées sont surtout
transportées dans le sens rétrograde alors que celles dont le potentiel de membrane est
maintenu sont transportées dans le sens antérograde (Miller & Sheetz, 2004).
Ainsi, le transport antérograde interviendrait pour apporter des mitochondries a leur site
d’action tandis que le transport rétrograde permettrait le retour des organites au niveau du
corps cellulaire pour leur dégradation et leur recyclage.
Le transport des mitochondries fait intervenir D’architecture du cytosquelette et plus
particuliérement les microtubules. Deux grandes familles de protéines motrices, les dynéines
et les kinésines, forment de petits moteurs moléculaires qui tractent les mitochondries le long
des microtubules. Les kinésines sont classiquement décrites comme étant impliquées dans le
transport antérograde, alors que les dynéines interviendraient dans le transport rétrograde.
Cependant, il semble y avoir une interdépendance entre ces protéines et entre les deux types
de transport (Ligon et al., 2004). Les kinésines et les dynéines sont capables d’hydrolyser
I’ATP pour permettre leur déplacement le long des microtubules. Deux membres de la famille
des kinésines, KIF1B (Nangaku et al., 1994) et KIF5B (Tanaka et al., 1998) sont plus
particuliérement impliqués dans le transport des mitochondries. L’interaction des
mitochondries avec les protéines motrices se fait par I’intermédiaire de protéines adaptatrices.
La syntabuline est associée a la membrane externe mitochondriale par son extrémité carboxy-
terminale et permet 1’accrochage des mitochondries a KIF5B. L’inhibition de 1I’expression de
la syntabuline ou de son interaction avec KIF5B affecte le transport antérograde
mitochondrial, mais n’a pas d’effet sur le transport rétrograde (Cai et al., 2005b). La protéine
KBP (« Kinesin Binding Protein ») est également impliquée dans le transport mitochondrial
antérograde par son interaction avec la kinésine KIF1B (Wozniak et al., 2005). Chez les

mammiferes, les protéines adaptatrices les mieux caractérisées sont les protéines Milton et
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Miro. Milton s’associe a la chaine lourde des kinésines pour former un complexe dans lequel
la chaine légere n’est pas retrouvée (Glater et al., 2006). Bien que cette protéine ne présente
pas de séquence d’adressage mitochondrial, elle est localisée a la mitochondrie. Des
expériences de criblage double-hybride chez la levure (Giot et al., 2003) ou de co-
immunoprécipitation dans les lignées cellulaires de rein COS7 et HEK293T (Glater et al.,
2006) ont montré une interaction entre la protéine Milton et une protéine de la membrane
externe mitochondriale, Miro. La délétion du domaine membranaire de Miro conduit a la
localisation cytosolique du complexe Milton-Miro. En plus de sa fonction d’adaptateur, Miro
semble jouer un rdle de régulateur du transport mitochondrial puisqu’elle posséde une activité
GTPase, deux sites de fixation au GTP et deux motifs de fixation du calcium (Rice &
Gelfand, 2006). 11 a d’ailleurs été montré que le calcium intervient dans la régulation du
transport mitochondrial, puisque 1’augmentation de la concentration cytosolique en calcium
dans des myocytes cardiaques diminue le transport mitochondrial (Y1 et al., 2004).

Les filaments d’actine sont majoritairement impliqués dans le transport mitochondrial chez la
levure mais interviennent également chez les mammiféres en assistant les microtubules pour
les migrations de courte distance (Hollenbeck & Saxton, 2005; Saxton & Hollenbeck, 2012).
Les myosines sont des protéines motrices impliquées dans ce type de transport. Les
microfilaments d’actine sont également impliqués dans I’immobilisation des mitochondries au
niveau de leur site d’action. La latrunculine B, un inhibiteur chimique de la polymérisation
des filaments d’actine, inhibe I’accumulation des mitochondries induite par la présence de
microbilles libérant le NGF, facteur de croissance neuronale (Chada & Hollenbeck, 2004).
Cependant, les filaments intermédiaires interviendraient également en interagissant
directement ou indirectement avec les mitochondries, les dissociant des réseaux d’actine et de
tubuline (Anesti & Scorrano, 2006).

Il semble y avoir des connexions entre le transport mitochondrial et les phénomeénes de fusion
et de fission. En effet, les dynéines contribuent a la localisation mitochondriale de la protéine
Drpl impliquée dans la fission. L’altération de la fonction des dynéines dans les cellules
HeLa empéche la localisation mitochondriale de Drpl et conduit a la formation de longs
tubules mitochondriaux et a une accumulation péri-nucléaire des mitochondries (Varadi et al.,

2004a; Varadi et al., 2004b).
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Figure 18 : Organisation du transport axonal mitochondrial

Les mitochondries sont transportées le long des microtubules dans le sens antérograde par les
kinésines et dans le sens rétrograde par les dynéines. Leur interaction avec ces deux types de
protéines motrices se fait par ’intermédiaire de protéines adaptatrices telles que Milton et
Miro. Le transport mitochondrial est inhibé par le calcium au niveau des filaments d’actine, ce
qui permet I’immobilisation des mitochondries dans les zones de fort besoin en ATP
(synapses, cones de croissance). D ‘apres (Guillet, 2009).

B - La fonction énergétique mitochondriale
Les mitochondries sont des organites impliqués dans un grand nombre de voies métaboliques
et de processus physiologiques tels que la B-oxydation des acides gras, le cycle de Krebs, la
synthése des hormones stéroides, certaines étapes de la néoglucogenese, du cycle de 1’urée et

de la synthése de I’heme, la thermogénéese, I’homéostasie calcique, la production de ROS et
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I’apoptose. Cependant, leur principale fonction consiste a produire de 1’ATP, molécule
énergétique utilisable par la cellule. Cette production d’énergie se fait par le systeme des
phosphorylations oxydatives qui se déroulent au niveau de la membrane interne

mitochondriale.

1 - Les phosphorylations oxydatives
a) Fonctionnement

Les phosphorylations oxydatives (Figure 19) assurent la production d’ATP (environ 70 kg par
jour pour un homme au repos) a partir de 1’oxygene et des nutriments. Le catabolisme des
glucides, acides gras et acides aminés va permettre la réduction de coenzymes, le NAD" et le
FAD. Les équivalents réduits sous forme de NADH + H' et FADH, vont étre fournis a une
chaine d’oxydoréduction constituée de quatre complexes protéiques :

- le complexe I : NADH-Ubiquinone Oxydoréductase

- le complexe II : Succinate-Ubiquinone Oxydoréductase

- le complexe III : Ubiquinone-Cytochrome ¢ Oxydoréductase

- le complexe IV : Cytochrome ¢ Oxydase
et de deux transporteurs d’¢électrons mobiles, I’ubiquinone et le cytochrome c. Ces coenzymes
réduits sont alors réoxydés par transfert de leurs électrons le long de cette chalne vers un
accepteur final, I’oxygeéne moléculaire (O,). Le NADH céde ses électrons au complexe I et le
FADH,; au complexe II. Les électrons sont ensuite transportés par 1’ubiquinone jusqu’au
complexe III. Finalement, les électrons sont pris en charge par le cytochrome ¢ (Cyt ¢) puis
libérés au niveau du complexe IV, ou ils sont utilisés pour la réduction de I’oxygéne en eau
(H,0). Ce transfert d’¢lectrons repose donc sur une série de réactions d’oxydoréduction au
niveau de la chaine respiratoire ou les électrons vont transiter du composé ayant le plus faible
potentiel redox (NAD+) vers des molécules a plus fort potentiel pour arriver jusqu’a

I’oxygene ayant le potentiel le plus élevé (Figure 20).

Le transfert des électrons s’accompagne d’un pompage de protons dans la matrice
mitochondriale vers 1’espace inter-membranaire au niveau des complexes I, III et IV. Ce
mouvement de protons crée un gradient de pH (la matrice devient plus basique) et engendre
un potentiel de membrane (la face matricielle de la membrane interne est chargée

négativement) au travers de la membrane interne d’environ -180 mV.
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Figure 19 : Les phosphorylations oxydatives.

Le systeme des phosphorylations oxydatives est constitué de la chalne respiratoire
mitochondriale (complexes I a IV) et du complexe de phosphorylation, I’ATP synthase. La
dégradation des nutriments permet la formation d’équivalents réduits qui vont fournir leurs
¢lectrons a la chaine respiratoire. Ces derniers seront transportés du complexe I au complexe
IV pour réduire Ioxygeéne en eau. Ce transport d’¢lectrons s’accompagne, au niveau des
complexes I, III et IV, d’un pompage de protons de la matrice mitochondriale vers 1’espace
inter-membranaire a 1’origine de la formation d’un gradient de protons et d’une force
protonmotrice. Cette force est utilisée par I’ATP synthase pour synthétiser I’ATP. Il y a donc
un couplage entre oxydation et phosphorylation a la base de la théorie chimio-osmotique
énoncée par Mitchell en 1961.

Les fléches rouges représentent le trajet des ¢lectrons et les vertes celui des protons.

La résultante de ces deux forces constitue un gradient électrochimique de protons, la force
protonmotrice, qui permet le retour des protons dans la matrice au travers du complexe Fy-F,
ATP synthase (aussi appelé complexe V), et ainsi la phosphorylation de ’ADP en ATP. Ce
couplage entre 1’oxydation des substrats et la synthése d’ATP par la force protonmotrice est la

base de la théorie chimio-osmotique émise par Mitchell en 1961 (Mitchell, 1961).
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Figure 20 : Potentiels d’oxydoréduction des composants de la chaine respiratoire
mitochondriale

Le transport d’¢lectrons se fait au travers de protéines ayant un potentiel d’oxydoréduction
croissant. L’énergie libérée par les €lectrons lors des réactions catalysées par les complexes I,
IIT et IV est utilisée pour transporter les protons de la matrice vers l’espace inter-
membranaire.En effet, il y a une chute du potentiel redox importante au niveau des composés
des complexes I, III et IV qui n’est pas retrouvée au niveau du complexe II. Le couple redox
de chaque cytochrome est le couple Fe*"/Fe’” du groupement prosthétique héminique.

UQ : ubiquinone, Fe-S : centres fer/soufre, Cyt. : cytochrome.

b) Composition
Le systeme des phosphorylations oxydatives est constitué¢ d’une chaine d’oxydo-réduction et
d’un complexe de phosphorylation. Les treize génes de I’ADNmt ne codent que 16% de la

totalit¢ des constituants de ce systéme. Ainsi, les soixante-seize sous-unités restantes sont
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codées par le génome nucléaire et transférées a la mitochondrie grace a une séquence

d’adressage spécifique a la localisation mitochondriale.

La chaine respiratoire mitochondriale
Elle est constituée de quatre complexes enzymatiques enchassés dans la membrane interne de
la mitochondrie et des deux transporteurs d’électrons mobiles, I’'ubiquinone (ou coenzyme Q)

et le cytochrome c (Figure 19).

le complexe I : NADH-Ubiguinone Oxydoréductase

Le complexe I est le plus gros des complexes enzymatiques de la chaine respiratoire
mitochondriale avec une masse moléculaire d’environ 980 kDa. Il est composé de 45 sous-
unités dont 38 sont codées par le génome nucléaire et 7 par le génome mitochondrial (Carroll
et al., 2006). L’assemblage de ces sous-unités constitue deux domaines majeurs. Le domaine
hydrophile, codé par le génome nucléaire, contient le site de liaison du NADH, la flavine
mononucléotide et huit ou neuf centres fer/soufre constituant le centre catalytique de
I’enzyme. Le domaine hydrophobe est constitu¢ de sept sous-unités NADH déshydrogénase
(ND) codées par le génome mitochondrial et contient le site de réduction des quinones et la
machinerie de pompage des protons. Ce complexe catalyse le transfert des électrons du
NADH vers I’ubiquinone par I’intermédiaire de la flavine mononucléotide et des centres
fer/soufre. Pour chaque paire d’électrons transférée, quatre protons sont pompés de la matrice
mitochondriale vers 1’espace intermembranaire. L’inhibiteur du complexe I habituellement
utilisé est la roténone. Elle agit au niveau du domaine hydrophobe du complexe,

vraisemblablement au niveau du site de fixation de I’ubiquinone (Degli Esposti, 1998).

le complexe 11 : Succinate-Ubiquinone Oxydoréductase

Le complexe II a une masse moléculaire d’environ 200 kDa. Il est composé de quatre sous-
unités codées par le génome nucléaire. Les sous-unités succinate déshydrogénase (SDH) A et
B constituent le domaine hydrophile localisé dans la matrice mitochondriale tandis que les
sous-unités SDH C et D permettent d’ancrer le complexe a la membrane interne (Figure 21).
Ce complexe catalyse I’oxydation du succinate en fumarate. Bien que la réaction inverse soit
rare chez I’homme, elle a ét¢ mise en évidence dans des conditions d’hypoxie, ou elle semble
jouer un role dans la production d’espeéces oxygenes réactives (ROS) dans les vaisseaux
pulmonaires (Paddenberg et al, 2003). La sous-unit¢ SDH A contient un groupement

prosthétique FAD (flavine adénine dinucléotide) et fixe les substrats (succinate et fumarate)
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ainsi que les régulateurs physiologiques (oxaloacétate et ATP). Les électrons sont ensuite
transférés de la SDH A vers les centres fer/soufre au niveau de la sous-unité SDH B puis vers

les sous-unités SDH C (CybL) et D (CybS) et enfin vers I’'ubiquinone.
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Figure 21 : Structure du complexe II : Succinate-Ubiquinone Oxydoréductase

La sous-unit¢ SDHA qui contient un groupement prosthétique FAD fixe le succinate et
transfere les électrons vers les centres fer/soufre au niveau de la sous-unit¢é SDHB. Les
¢lectrons sont ensuite dirigés vers les sous-unités SDHC et SDHD ou I'ubiquinone sera
réduite. Les sous-unités SDHA et SDHB portent donc 1’activité succinate déshydrogénase
(SDH) du complexe tandis que 1’ensemble du complexe porte I’activité succinate-ubiquinone
réductase (SUR).

Le trajet des ¢lectrons est représenté en rouge. Q : ubiquinone, QH; : ubiquinol, Fe-S : centres
fer/soufre. D apres (Guillet, 2009).

Ce complexe présente certaines particularités par rapport aux autres complexes de la chaine
respiratoire. Il ne transloque pas de protons de la matrice vers I’espace inter-membranaire
mais joue un role important dans la mitochondrie puisqu’il fait partie a la fois de la chaine
respiratoire et du cycle de Krebs. De plus, ce complexe est capable de contrdler I’état

d’oxydo-réduction du pool de quinones et ainsi d’avoir une action pro- ou antioxydante
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(Rustin et al., 2002). Ce complexe est ¢galement le seul a pouvoir fonctionner lorsque le
statut redox de la chaine respiratoire est fortement réduit (Briere et al., 2005). Des défauts
d’activit¢ de ce complexe ont été corrélés au développement de pathologies
neurodégénératives telles que 1’ataxie de Friedich (Rotig et al, 1997), la chorée de
Huntington (Butterworth et al., 1985) ou certaines encéphalopathies infantiles rares
(Bourgeron et al., 1995). Contrairement aux autres acides organiques pouvant étre
métabolisés par plusieurs enzymes, le succinate s’accumule lorsque 1’activité succinate
déshydrogénase (SDH) du complexe II diminue. Ainsi, méme des déficits partiels en SDH
peuvent etre déléteres et provoquer des pathologies neurodégénératives (Birch-Machin et al.,
2000). Des mutations des génes codant les sous-unités B, C et D du complexe II sont
impliquées dans la tumorigénése puisqu’elles conduisent au développement de paraganglions
et phéochromocytomes, deux types de tumeurs neuroendocrines (Favier et al., 2005). 11 a été
suggéré que la perte de la capacité antioxydante du pool de quinones suite a I’inactivation de
la SDH puisse intervenir dans la formation de ces tumeurs (Rustin & Rotig, 2002). Le
complexe II est inhibé par le malonate et le thénoyltrofuoroacétone (TTFA). Le malonate
empéche I’utilisation du succinate et le TTFA inhibe le transfert d’¢lectrons des centres

fer/soufre vers ’'ubiquinone (Hatefi, 1985).

le complexe 111 : Ubiquinone-Cytochrome ¢ Oxydoréductase

Le complexe III a une masse moléculaire de 240 kDa. Il est constitué de 11 sous-unités dont
trois portent les quatre groupements prosthétiques. Ainsi, les deux cytochromes b (by et by)
sont associés a la sous-unité 3, le cytochrome cl appartient a la sous-unité¢ 4 et le centre
fer/soufre est contenu dans la sous-unité 5. Seule la sous-unité 3 comprenant les cytochromes
b est codée par le génome mitochondrial. Ce complexe catalyse le transfert de deux électrons
de I’ubiquinol au cytochrome c associé¢ au transfert de quatre protons au travers de la

membrane interne. Ce complexe est inhibé par I’antimycine ou le myxothiazol.

le complexe 1V : Cytochrome ¢ Oxydase

Le complexe IV a une masse moléculaire d’environ 200 kDa. Il contient treize sous-unités, les
cytochromes a (cyt a) et a3 (cyt a3) ainsi que deux atomes de cuivre CuA et CuB. Les sous-
unités COX I, COX II et COX III sont codées par le génome mitochondrial et forment le site
actif du complexe ou centre binucléaire composé d’un noyau héme (cyt a3) associé a un atome

de cuivre (CuB). Ce complexe catalyse le transfert des électrons du cytochrome c¢ vers
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I’oxygene et participe, comme les complexes I et III, a la translocation des protons. Les
électrons du cytochrome c entrent dans le complexe par le centre CuA et le cyt a et sont
transférés au centre binucléaire. Apres réduction totale du complexe (4 électrons), 1’oxygene
se lie au niveau du site actif et est réduit en eau. La réduction du dioxygene en eau consomme
quatre protons et 1’énergie cédée par les électrons permet de transloquer quatre protons de la
matrice mitochondriale vers 1’espace inter-membranaire. L’activit¢é de ce complexe est

inhibée par le cyanure de potassium (KCN) ou I’azide de sodium (NaNy).

Le complexe de phosphorylation : I’ATP synthase

Le complexe V (ATP synthase) a une masse moléculaire d’environ 600 kDa. Il est composé
de deux sous-complexes Fy et F;. Il est également appelé¢ Fo-F; ATPase. La partie F( est
ancrée dans le membrane interne mitochondriale et forme un canal qui permet le passage des
protons de I’espace inter-membranaire vers la matrice mitochondriale (Fillingame, 1999). La
partie Fy est composée de cinq sous-unités, les sous-unités a6, b, ¢, d et OSCP (« Oligomycin
Sensitivity Conferral Protein »). Le domaine catalytique F; se trouve dans la matrice
mitochondriale au contact de la membrane interne. Il utilise le gradient de protons pour la
phosphorylation de I’ADP en ATP. Ce domaine est composé¢ de cinq types de sous-unités (o,
B3, d1, ¥1, €1). Les sous-unités a et § sont agencées alternativement autour de la sous-unité vy
(Abrahams et al., 1994). Des protéines accessoires (e, f, g et F6) sont associées a ce
complexe. Les dix sous-unités ¢ du domaine F( sont connectées a la sous-unité y du domaine
F, et forment un rotor tandis que les sous-unités a, 3, a6, b, d et OSCP forment un stator. Le
passage des protons a travers le stator va permettre la rotation des sous-unités ¢ qui entrainent
la sous-unit¢ y. C’est la rotation de cette derniere qui provoque un changement de
conformation des sous-unités a et § du domaine F; conduisant a la production d’ATP a partir
de ’ADP et du phosphate inorganique (Sambongi et al., 1999). Le domaine catalytique F; est
¢galement capable d’hydrolyser ’ATP (Wang & Oster, 1998). Dans ce cas, il existe un
peptide, IF1, capable de fixer et d’inhiber I’ATP synthase (Corvest et al., 2005). L’activité de
ce complexe est inhibée par 1’oligomycine.

Une fois synthétisée, I’ATP* matriciel va étre échangée contre I’ADP*" cytosolique par le
transporteur des nucléotides adényliques (ANT). Ce dernier est localisé dans la membrane
interne mitochondriale et est composé de deux monomeres de 30 kDa, chacun constitué¢ de 6
hélices a transmembranaires. Chez ’homme, il existe trois isoformes d’ANT codées par trois

genes nucléaires distincts. L’isoforme ANTI1 est tissu-spécifique et est majoritairement
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exprimée dans les muscles squelettiques et le coeur. L’ANT2 est exprimé dans les cellules en
forte prolifération tandis que I’ANT3 est ubiquitaire (Stepien et al., 1992). Comme pour
I’ensemble des complexes de la chaine respiratoire, I’importance physiologique de I’ANT est
soulignée par I’existence de myopathies et d’ophtalmoplégies liées a des mutations entrainant
un dysfonctionnement de I’ANT (Dahout-Gonzalez et al., 2006). L’atractyloside est un
inhibiteur compétitif de I’ANT tandis que le carboxyatractyloside et 1’acide bongkrékique

sont des inhibiteurs non compétitifs.

Le canal potassium sensible a I’ATP

Le mK a1p fait partie de la famille des canaux potassiques a rectification entrante (« K™ inward
rectifier »), c’est-a-dire qu’il favorise les flux potassiques entrants par rapport aux flux
sortants. Il est inhibé par I’ATP ce qui lui confére un role de senseur métabolique. Des canaux
Katp sont également retrouvés a la membrane plasmique des cellules et constituent les Karp
de surface. Ces canaux sont beaucoup mieux caractérisés sur le plan structural que les mKarp.
Ils forment un complexe octamérique composé de sous-unités Kir 6.x («K' inward-
rectifying ») et d’un récepteur membranaire aux sulfonylurées (SUR) appartenant a la famille
des protéines ABC (« ATP-binding cassette »). Ces canaux Karp furent d’abord découverts au
niveau du cceur (Noma, 1983) puis retrouvés dans de nombreux tissus tels que les cellules 3-
pancréatiques (Rorsman & Trube, 1985), le rein (Hunter & Giebisch, 1988), les muscles
lisses et striés squelettiques (Standen et al., 1989), le systéme nerveux central (Ashford et al.,
1988). IIs interviennent dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires telles que la
sécrétion d’insuline, I’excitabilité musculaire, cardiaque et neuronale. Les canaux Krp furent
par la suite retrouvés au niveau mitochondrial (Inoue et al, 1991) et plus récemment au
niveau nucléaire (Zhuo et al., 2005).

Depuis leur découverte en 1991, de nombreuses études ont permis de caractériser ces canaux
Katp mitochondriaux sur le plan fonctionnel et pharmacologique, mais leur structure exacte
n’a toujours pas été clairement établie. Ce canal est donc sujet a controverse malgré les
travaux supportant son existence (Foster et al., 2008). Il a été proposé que leur structure soit
identique a celle des canaux Karp de surface. Cependant, aucune sous-unité SUR n’a été
localisée sur les mitochondries et malgré la localisation de sous-unités KIR6.1 dans les
mitochondries de plusieurs tissus (muscles, foie, cerveau et cceur), leur implication dans le
fonctionnement du canal reste discutée (Seharaseyon et al, 2000). Ces canaux ont été

découverts grace a des expériences de patch clamp réalisées sur des mitoplastes
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(mitochondries sans membrane externe) de foie de rat. Un courant sélectif aux ions K' et
inhibable par la présence d’ATP dans la matrice mitochondriale a été identifié. Ce courant
posséde les mémes caractéristiques que le courant généré par les canaux Karp de la membrane
plasmique et est bloqué par I’inhibiteur des canaux potassiques 4-aminopyridine (4-AP) et par
le glibenclamide (Inoue et al, 1991). Le 5-hydroxydécanoate de sodium (5-HD) est un
inhibiteur spécifique des canaux mK1p tandis que le diazoxide est un activateur.

L’intérét porté aux mKapp est surtout li¢é a leur implication dans le mécanisme de
préconditionnement ischémique tant au niveau du cceur (Garlid & Paucek, 2003) que du
cerveau (Liu et al, 2003) ou de la rétine (Roth et al.,, 2006). Ce préconditionnement
ischémique correspond au fait qu’une bréve ischémie induit une protection endogéne qui
s’exprime lors d’une ischémie prolongée consécutive, en limitant les effets déléteres de cette
seconde ischémie. Le role du mKarp dans le préconditionnement a été mis en évidence grace
a lutilisation de bloqueurs des canaux qui abolissent la protection procurée par le
préconditionnement ischémique (Munch-Ellingsen et al., 2000). En revanche, de nombreuses
¢tudes ont montré que leurs activateurs, notamment le diazoxide, miment les effets du
préconditionnement ischémique (Liu et al., 1998; Feng et al., 2002; Ala-Rami et al., 2003).
Les signaux impliqués dans 1’ouverture des canaux mKrp conduisent a I’activation de la voie
PI3-kinase/Akt et a la phosphorylation de la NO synthase endothéliale (eNOS). Une fois
phosphorylée, la eNOS produit du NO, ce qui active la guanylyl cyclase et entraine la
production de GMPc. Ce dernier active ensuite la protéine kinase G (PKG) (Oldenburg et al.,
2004; Costa et al., 2008). La PKG transmet alors le signal protecteur du cytosol a la
membrane interne mitochondriale et ouvre le mKarp via la protéine kinase C epsilon (PKCe)
(Hassouna et al., 2004; Costa et al., 2005; Jaburek et al., 2006; Raval et al., 2007).

Le mécanisme de protection induit par ’ouverture du mKatp n’est pas encore élucidé.
Cependant, trois hypothéses majeures ont été proposées (Ardehali & O'Rourke, 2005).
L’ouverture du mK1p provoque la production de ROS (Pain et al., 2000; Forbes et al., 2001).
La premiére hypothése suggere que I’augmentation des ROS constitue un signal protecteur
dépendant des PKC (Oldenburg et al., 2003). La deuxieme hypothése est liée au fait que
’ouverture du mKarp limite 1’accumulation de calcium dans la mitochondrie
(Holmuhamedov ef al., 1999; Wang et al., 2001) et de ce fait, prévient I’ouverture du pore de
transition de perméabilité (Murata et al., 2001). Ceci expliquerait 1’effet anti-apoptotique du
mKarp. La troisiéme hypothese est liée au gonflement de la matrice mitochondriale suite a

I’ouverture du mKarp. Le gonflement matriciel empécherait la contraction de la matrice,
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phénomene délétere pour le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale
(Kowaltowski et al., 2001) et favoriserait le rapprochement des membranes mitochondriales
interne et externe, permettant I’augmentation du transport d’ADP et de la synthése d’ATP

nécessaires a la reperfusion (Garlid, 2000; Dos Santos et al., 2002; Wakahara et al., 2004).

2 - Relation structure — fonction énergétique mitochondriale

Depuis plusieurs années, les premiers éléments concernant le rapport entre la structure du
réseau mitochondrial et la fonction énergétique mitochondriale ont été mis en évidence. Les
modifications du fonctionnement des phosphorylations oxydatives (OXPHOS) ont des
répercussions sur 1’architecture mitochondriale. Par exemple, la morphologie des
mitochondries subit des modifications en fonction des substrats énergétiques fournis aux
cellules (Rossignol et al., 2004). L’inhibition de I’activit¢ des complexes de la chaine
respiratoire et de I’ATP synthase, la modification du potentiel de membrane mitochondrial et
la présence de mutations affectant le fonctionnement des OXPHOS influencent également la
structure du réseau (Koopman et al., 2005; Benard et al., 2007). La relation structure —
fonction mitochondriale a ét¢ mise en évidence pour la premicre fois grace aux travaux de
Hackenbrock montrant que la mitochondrie passe d’une configuration relachée a une forme
condensée, suite a I’activation de la production d’ATP par I’ajout d’ADP (Hackenbrock,
1981). Depuis lors, de nombreux travaux ont permis de clarifier ce lien. Le réseau
mitochondrial des cellules de la lignée 143B dépourvues d’ADN mitochondrial (lignées p°)
est fragmenté (Gilkerson et al., 2000). C’est également le cas des cellules HeLa p°. Des
modifications du potentiel de membrane mitochondrial ont également été corrélées a une
fragmentation du réseau aussi bien lorsqu’il est diminué (Legros ef al., 2002; Ishihara et al.,
2003; Benard et al., 2007) qu’augmenté en présence d’oligomycine, un inhibiteur de ’ATP
synthase (De Vos ef al., 2005). L’inhibition chimique de I’activité des complexes I, Il et V
est également responsable de la fragmentation du réseau (De Vos et al., 2005; Benard et al.,
2007).

D’autres éléments viennent compléter ces études. En effet, par des analyses bioénergétiques
associées aux modifications de I’expression des geénes impliqués dans les phénomenes de
fission-fusion, il a ét¢ montré que I’inhibition de 1’expression de MFN2 dans des cellules
musculaires de la lignée LOE9 diminue I’oxydation du glucose, le potentiel de membrane
mitochondrial et 1’expression des complexes I, II, III et V (Bach et al., 2003; Pich et al.,

2005a). L’inhibition de I’expression du gene OPAI dans les cellules HeLa conduit a une
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fragmentation du réseau mitochondrial et a une dissipation du potentiel de membrane
mitochondrial (Olichon et al., 2003). De plus, I’inhibition de 1’expression de Drpl dans des
cellules HeLa diminue la respiration endogéne des cellules et la synthése d’ATP (Benard et
al., 2007). Fait intéressant, il a €t¢ montré que la fusion mitochondriale nécessite le maintien
du potentiel de membrane mitochondrial (Legros et al., 2002; Ishihara et al., 2003).

L’ensemble de ces données suggere que la relation entre la structure du réseau mitochondrial

et la fonction énergétique mitochondriale est une relation bi-directionnelle.

3 - Régulation des phosphorylations oxydatives

Le systetme des phosphorylations oxydatives requiert 1’expression coordonnée de genes
mitochondriaux et nucléaires. Cette coordination fait intervenir des facteurs de transcription
tels que NRF1 et NRF2, et des co-activateurs transcriptionnels, qui régulent I’expression de
genes nucléaires codant des protéines mitochondriales mais également des facteurs impliqués
dans la réplication et la transcription mitochondriale. Ces voies de régulations
transcriptionnelles ne seront pas développées ici, mais il est important de noter que parmi les
co-activateurs, PGC-1a (« PPARYy-co-activator 1 ») est un facteur essentiel dans la régulation
coordonnée du programme de biogénése mitochondriale et du métabolisme cellulaire. Une
voie de signalisation impliquant ce co-activateur et un membre de la famille des sirtuines,
SIRTI1, a été mis en évidence (Nemoto ef al., 2005). SIRT1 est une désacétylase NAD-
dépendante. La désacétylation de PGC-la par SIRT1 va augmenter son activité
transactivatrice.

En plus de cette régulation transcriptionnelle, les phosphorylations oxydatives sont régulées
au niveau de la respiration mitochondriale et du taux de synthése d’ATP mais également au

niveau de I’efficacité de cette syntheése d’ATP.

a) Controle de la respiration mitochondriale
Dé¢s les années 1950, les travaux de Chance et Williams ont permis d’établir une relation entre
vitesse de respiration et concentration en ADP (Chance & Williams, 1956). La dépendance de
la vitesse de consommation d’oxygene vis-a-vis de la disponibilit¢ en ADP et donc de
I’utilisation de I’ATP est appelé «controle respiratoire ». Ce controle permet aux
mitochondries d’adapter leur fonctionnement a la demande énergétique cellulaire. Ce
mécanisme a ¢été mis en évidence par le fait que la respiration de mitochondries isolées est

stimulée en présence d’ADP (état 3) puis diminue au fur et & mesure de la conversion de
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I’ADP en ATP. Le rapport de controle respiratoire est donc défini par le rapport entre la
vitesse de respiration en présence d’ADP et la respiration avant son ajout. En plus du taux
d’ADP, d’autres substrats de la chaine respiratoire mitochondriale exercent un controle sur la
respiration. Ainsi, le ratio NADH/NAD" et la concentration en oxygéne ont été montrés
comme étant des facteurs importants (Erecinska & Wilson, 1982). D’apres le principe selon
lequel les étapes fonctionnant au voisinage de I’équilibre thermodynamique sont dépourvues
de tout controle, il a été proposé¢ que le complexe IV et ’ANT, au niveau desquels se
déroulent les étapes les plus limitantes pour le fonctionnement des OXPHOS, soient les sites
majeurs de contrdle respiratoire. Cependant, les mécanismes de controle des phosphorylations
oxydatives sont beaucoup plus complexes et impliquent plusieurs étapes de ce systéme

susceptible de varier en fonction des conditions métaboliques (Groen ef al., 1982).

b) Régulation du rendement des phosphorylations oxydatives
Il existe un couplage chimio-osmotique par la force protonmotrice entre la respiration et la
phosphorylation mitochondriale (Mitchell, 1961). Ce couplage n’est cependant pas parfait. Il
détermine 1’efficacité des phosphorylations oxydatives, appréciée par la mesure du rapport
entre le taux de synthése d’ATP et la quantité¢ d’oxygene consommée (ATP/O). L’efficacité
peut étre diminuée par une baisse de la force protonmotrice liée a une augmentation de la
conductance de la membrane interne aux protons (« découplage extrinséque »), par une baisse
d’efficacité¢ des pompes a protons (« découplage intrinseque ») ou varier en fonction de la

nature des substrats fournis a la chaine respiratoire mitochondriale (Rigoulet et al., 1998).

Le découplage extrinseque
Le découplage extrinséque implique tous les mécanismes qui augmentent la perméabilité de la
membrane interne aux protons ou aux cations, provoquant ainsi une dissipation du gradient de
protons. Dans ces conditions, une partie des protons retourne dans la matrice mitochondriale
sans passer par ’ATP synthase et donc sans participer a la synthése d’ATP. Le gradient de
protons est alors dissipé sous forme de chaleur et participe a la thermogénese. La
consommation d’oxygeéne est donc augmentée afin de compenser cette « fuite de protons » et
ainsi maintenir la force protonmotrice. Il existe deux types de fuites de protons : la fuite

basale et la fuite inductible.
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La fuite de protons basale

La fuite de protons basale est présente dans les mitochondries de tous les tissus et varie selon
les especes (Brand ef al., 1991). Elle semble jouer un role physiologique trés important
puisqu’elle représente environ 20% de la respiration cellulaire totale dans les hépatocytes de
mammiferes (Porter & Brand, 1995). Bien que les causes de cette fuite ne soient pas
totalement élucidées, elle semble liée aux propriétés physico-chimiques de la membrane
interne. Ainsi, il existe une corrélation entre la perméabilité membranaire aux protons et sa
composition lipidique, I’intensité de la fuite étant plus faible en présence d’acides gras mono-
insaturés, alors qu’elle croit avec I'index d’insaturation des acides gras composant les
phospholipides de la membrane (Porter ef al., 1996; Brookes et al., 1998). 1l a été montré que
la fuite basale est proportionnelle a la quantité de cardiolipines (Bobyleva et al., 1997). La
surface de la membrane mitochondriale interne est également un parameétre déterminant
I’intensité de la fuite, puisque cette dernicre augmente avec la surface membranaire (Brand ef
al., 1992). En plus des propriétés physico-chimiques de la membrane, 1’hypothése que des
protéines soient impliquées dans la fuite basale a été émise. Une étude réalisée chez la levure
a permis de montrer que 1’inactivation de 21 des 35 transporteurs de la membrane interne n’a
pas d’influence sur la fuite de protons (Roussel et al., 2002). Cependant, il a ensuite été
démontré que la quantité d’ANT influence ’intensité de la fuite de protons indépendamment
de son activité de transport d’ADP et d’ATP. En effet, la conductance de la membrane interne
aux protons est diminuée de 50% dans le muscle de souris knockout ANT-/-. Inversement, la
surexpression de I’ANT chez la drosophile augmente la conductance aux protons, méme
lorsque son activité est inhibée par le carboxyactractyloside (Brand et al., 2005). Enfin, il a
¢été montré qu’une partie de la fuite basale de protons des mitochondries du tissu adipeux brun

est lice a ’ANT et que ’ANT]1 serait responsable de cette fuite (Shabalina et al., 2006).

La fuite de protons inductible :

La fuite de protons inductible est liée a la présence, dans la membrane interne, de protéines
qui catalysent la translocation de protons de I’espace inter-membranaire vers la matrice
mitochondriale. A la différence de la fuite de protons basale, elle n’est présente que dans les
mitochondries de certains tissus. Cette fuite de protons inductible a initialement été décrite
dans le mécanisme de thermogénése du tissu adipeux brun, par la présence de la protéine
UCP1 (Uncoupling Protein 1) (Nicholls & Locke, 1984). Des isoformes UCP2 a 5 ont par la
suite ét¢ identifiées sur la base de leur homologie avec UCP1 (Boss ef al., 1997; Fleury et al.,
1997; Sanchis et al., 1998; Mao et al, 1999). Les UCPs sont régulées au niveau

93



transcriptionnel mais également au niveau de leur activité. Il a d’ailleurs été montré des
divergences entre le contenu en ARNm et en protéine (Pecqueur et al., 2001). Les acides gras
sont des activateurs du découplage induit par les UCPs alors que les nucléotides phosphate
I’inhibent. Cependant, le mode d’action de la protéine UCP1 n’a pas encore ¢té clairement
établi. Cette protéine fonctionnerait soit comme un canal protonique prenant en charge le
proton grace a un acide gras ionisé (Klingenberg, 1999; Klingenberg et al., 1999; Rial et al.,
2004), soit comme un transporteur d’acides gras anioniques prenant en charge un proton, ce
dernier leur permettant de franchir la bicouche lipidique dans I’autre sens (Skulachev, 1991;
Jezek et al., 1994; Breen et al., 2006). Les UCP 2 et 3 possedent une activité comparable a
celle d’UCP1 (Jaburek ef al., 1999). Elles interviennent dans le transport de protons activé par
les acides gras et inhibé par les nucléotides phosphates (Echtay et al., 2001; Jaburek & Garlid,
2003). De plus, leur surexpression chez la levure induit un découplage partiel qui se traduit
par une baisse du potentiel de membrane mitochondrial (Fleury et al., 1997; Zhang et al.,
1999). Cependant, d’autres études montrent qu’il n’y a pas de relation entre 1’expression de
ces protéines et un découplage des OXPHOS (Stuart ef al., 2001; Cadenas et al., 2002;
Hesselink et al., 2003). Il a donc été suggéré que leur implication dans le découplage soit lice
a leur surexpression dans des proportions supérieures aux niveaux physiologiques. Ce rdle
reste donc a étre démontré in vivo. De plus, contrairement a UCP1, les protéines UCP2 et 3 ne
semblent pas impliquées dans la thermogénése (Arsenijevic et al., 2000; Vidal-Puig et al.,
2000). En revanche, de nombreuses études montrent un réle de ces protéines dans la
régulation de la production de ROS. Ce rdle est basé¢ sur le fait qu’un découplage léger
entrainant une faible diminution du potentiel membranaire mitochondrial diminue fortement
la production de ROS sans affecter la production énergétique (Starkov, 2006). Ce role a
d’abord ¢ét¢ mis en évidence pour la protéine UCP 2 (Negre-Salvayre et al., 1997). Par la
suite, il a été montré que I’inactivation des génes UCP 2 et 3 chez la souris knockout
augmente la production des ROS (Arsenijevic et al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000).
Finalement, il a été proposé¢ que la régulation des ROS par les UCPs fonctionne par
rétrocontrole négatif, les ROS activant les UCP 2 et 3 qui vont en retour limiter leur
production (Brand ef al., 2004). Il a d’ailleurs été montré que I’augmentation du taux d’anions
superoxyde endogenes stimule la peroxydation des lipides et conduit a la production de 4-
hydroxynonenal, activateur des UCP 2 et 3 (Echtay & Brand, 2007).

D’autres protéines ont été¢ impliquées dans la fuite de protons inductible. Le role de ’ANT a

¢t¢é mis en évidence pour la premieére fois en 1990 dans des mitochondries de foie

94



(Brustovetsky et al., 1990). Il a récemment ¢t¢ montré qu’une partie de la fuite de protons des
mitochondries du tissu adipeux brun est liée & ’ANT et que ’ANT 2 serait impliquée dans la
fuite induite par les acides gras (Shabalina et al., 2006). La fuite de protons inductible par les
acides gras a ¢t¢ mise en évidence pour ’ANT mais également pour le transporteur
glutamate/aspartate (Samartsev et al., 1997a; Samartsev et al, 1997b; Wojtczak &
Wieckowski, 1999).

Le découplage intrinseque
Le découplage intrinseque implique tous les mécanismes entrainant une diminution de
I’efficacité des pompes a protons, c’est-a-dire une diminution de la steechiométrie
proton/électron (H'/e") ou une augmentation de la steechiométrie protons/ATP (H'/ATP). Ce

découplage est également appelé « patinage » des pompes a protons ou « slipping ».

Steechiométrie H /e

La translocation des protons par les complexes I, III et IV de la chaine respiratoire
mitochondriale se fait avec une stoechiométrie variable, c’est-a-dire avec une variation du
nombre de protons pompés par électron transféré (Kadenbach, 2003). Le patinage des pompes
a protons entralne une diminution du nombre de protons transloqués vers I’espace inter-
membranaire pour le transfert d’'un méme nombre d’électrons vers 1’oxygeéne a travers la
chaine respiratoire. Cette baisse du nombre de protons transloqués entraine une augmentation
de la consommation d’oxygene pour maintenir un méme potentiel de membrane. Bien que ce
patinage soit théoriquement possible au niveau de chacune des pompes a protons, il semble
qu’in vivo, seul le complexe IV soit impliqué dans ce type de découplage (Capitanio et al.,
1991; Papa et al., 1991). Plusieurs facteurs interviennent dans ce patinage du complexe IV.
L’augmentation du potentiel de membrane (Murphy & Brand, 1987) ou du ratio ATP/ADP
(Frank & Kadenbach, 1996) diminue la steechiométrie H'/e". De plus, les isoformes tissu-
spécifiques des sous-unités composant le complexe IV (Huttemann et al., 2000) ou le nombre

de cytochromes dans ce complexe influencent ce patinage (Nogueira et al., 2001).

Steechiométrie H' /ATP

Le nombre de molécules d’ADP phosphorylées par proton passant dans le complexe ATP
synthase (steechiométrie H'/ATP) n’est pas constant (Kadenbach, 2003). Par conséquent, pour
une méme consommation d’oxygene, I’efficacité de phosphorylation est diminuée puisqu’il

faut un retour plus important de protons pour synthétiser la méme quantit¢ d’ATP. Ce
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patinage a ét€ montré in vitro dans des mitochondries de foie de rat (Rigoulet, 1990) mais son

importance physiologique reste méconnue.

Nature des substrats fournis a la chaine respiratoire
Les électrons nécessaires au fonctionnement de la chaine respiratoire sont fournis au niveau
du complexe I par le NADH + H' et au niveau du complexe II par le FADH,. Les électrons
issus de I’oxydation du NADH sont transférés au travers de trois sites ou les réactions
d’oxydoréduction sont couplées a un transport de protons au travers de la membrane
mitochondriale interne (site de couplage), les complexes I, III et IV. En revanche, le complexe
II n’intervient pas dans la translocation des protons. Les électrons issus de 1’oxydation du
FADH, sont donc transférés au travers de deux sites de couplage, les complexes III et IV.
Ainsi, lors de ’oxydation du FADH, la steechiométrie H'/e” pour I’ensemble de la chaine
respiratoire est inférieure a celle de 1’oxydation du NADH (Leverve et al., 2007). La nature
des substrats cellulaires influence également I’efficacité des phosphorylations oxydatives en
modulant le ratio NADH/FADH,. L’oxydation des glucides fournit essentiellement du NADH
alors que 1’oxydation des acides gras fournit au final plus de FADH, que de NADH (Leverve
et al., 2007). Le cycle de Krebs, commun aux métabolismes glucidique et lipidique fournit 3
NADH pour 1 FADH,. Le ratio NADH/FADH2 et donc ’efficacité de synthése d’ATP sont
supérieurs pour 1’oxydation des glucides que pour 1’oxydation des lipides. Ainsi, dans des
conditions limitantes en oxygene, le glucose est préférentiellement utilis€ pour permettre une
meilleure efficacité de synthése d’ATP. A ’inverse, les lipides sont préférentiellement utilisés

dans des conditions saturantes en oxygene (Korvald et al., 2000).

4 - Fonctions mitochondriales neuronales
Les mitochondries neuronales régulent la physiologie synaptique et la survie cellulaire. Une
perturbation de leurs fonctions entraine des maladies neurologiques (Misgeld et al., 2007). La
fonction mitochondriale est essentielle pour les processus neuronaux, comme la production
d’énergie, la régulation du calcium, le maintien du potentiel de la membrane plasmique, le
repliement des protéines par des chaperonnes, les transports axonaux et dendritiques et le
relargage et la recapture de neurotransmetteurs au niveau des synapses (Knott ef al., 2008). La
distribution sub-cellulaire des mitochondries est une composante importante de leur fonction.

Elles sont principalement localisées dans les régions neuronales qui ont une forte demande en
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énergie, comme les corps cellulaires, ou se fait principalement la synthese des protéines, et les
nceuds de Ranvier (De Vos et al., 2007).

Les neurones sont particuliérement vulnérables aux changements de la morphologie et de la
connectivité des mitochondries. Les dysfonctions mitochondriales peuvent entrainer la mort
des motoneurones en les prédisposant a I’excitotoxicité médiée par le calcium, en augmentant
la production d’especes oxygene réactives (ROS) et en initiant les voies apoptotiques
intrinséques (Manfredi & Xu, 2005).

En produisant de 1’énergie, sous forme d’ATP et de NAD', et en régulant le calcium sub-
cellulaire et I’homéostasie redox, les mitochondries jouent un rdle important en controlant les
processus fondamentaux de la neuroplasticité, incluant la différenciation neuronale, la
croissance des neurites, le relargage des neurotransmetteurs et le remodelage dendritique. La
neuroplasticité est le terme utilisé pour décrire I’assortiment des changements adaptatifs se
produisant dans la structure et la fonction des cellules du systéme nerveux en réponse a des
perturbations physiologiques ou pathologiques. La neuroplasticité inclut la germination
(pousse) et la croissance des axones et des neurites, la formation des synapses, le
renforcement des synapses en réponse a une activation répétée de la neurogénése,
correspondant a la formation de nouveaux neurones (Cheng et al., 2010).

La base biologique de cette capacité d’adaptation structurelle et fonctionnelle englobe un
ensemble varié de mécanismes cellulaires et moléculaires, comprenant les appareils pré- et
post-synaptiques de neurotransmission, le remodelage du cytosquelette, le trafic membranaire,
la transcription des genes, la syntheése protéique et la protéolyse. De plus, les cellules gliales,
astrocytes, microglies et oligodendrocytes jouent un réle important dans la neuroplasticité en
produisant des facteurs solubles et de surface qui influencent la croissance des neurites, la
plasticité synaptique et la survie cellulaire (Cheng et al., 2010).

Enfin, les mitochondries jouent un rdle important dans la polarisation neuronale et la
régulation de la croissance axonale. Le comportement et les propriétés fonctionnelles des
mitochondries différent entre les axones et les dendrites. Les mitochondries des dendrites sont

métaboliquement plus actives que les mitochondries des axones (Cheng et al., 2010).

C - Dysfonctionnements mitochondriaux dans la SLA
La mitochondrie est une organelle cellulaire primordiale qui catalyse les processus
énergétiques de la cellule via la production d’ATP. Elle participe également au stockage des

ions calcium et peut participer a 1’apoptose cellulaire en libérant le cytochrome ¢ (¢/ 1V - B).
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Des dommages morphologiques (vacuolisation et dilatation) ainsi que fonctionnels de la
mitochondrie ont été décrits dans les muscles et la moelle épiniere de patients SLA (Vielhaber
et al., 1999; Chung & Suh, 2002; Echaniz-Laguna et al., 2002; Wiedemann et al., 2002;
Dupuis et al., 2003) et chez des souris surexprimant différentes mutations de la protéine
SOD1 humaine, a des stades présymptomatiques (Mattiazzi et al., 2002; Liu et al., 2004;
Vijayvergiya et al., 2005; Bacman et al., 2006; Vande Velde et al., 2008). Les études de
biopsies de patients SLA montrent des anomalies ultrastructurelles des mitochondries des
muscles, comme des mitochondries géantes, des inclusions paracristallines et des crétes
anormales (Dupuis et al., 2004a). Les anomalies retrouvées concernent également le nombre
et la localisation des mitochondries (Lin & Beal, 2006). De plus, des mutations de I’ADN
mitochondrial ont été décrites chez des patients SLA. Par ailleurs, leurs mitochondries
présentent un taux ¢élevé de calcium et une diminution d’activité des complexes I et IV de la
chaine respiratoire, impliqués dans un métabolisme énergétique défectueux (Wijesekera &
Leigh, 2009).

La protéine SOD1 mutée mal repliée s’agrége dans la membrane mitochondriale et plus
particuliérement au niveau de la face cytoplasmique de la membrane externe de la
mitochondrie (Vande Velde et al., 2008). Elle s’y associe au canal anionique dépendant du
voltage, « VDAC », paralysant la conductance des canaux mitochondriaux. Par ailleurs, la
perte de VDAC chez les souris SOD19** réduit fortement leur survie (Israclson ez al., 2010).
D’autres défauts fonctionnels dans les mitochondries sont associés a la présence de la protéine
SOD1 mutée : une diminution de I’activité de la chaine respiratoire, et par conséquent, une
diminution des niveaux d’ATP (Jung et al., 2002; Mattiazzi et al., 2002; Browne et al., 2006),
une diminution de la capacité a tamponner le calcium, ce qui favorise une augmentation de la
concentration calcique cytoplasmique, et par conséquent des processus d’excitotoxicité
(Damiano et al., 2006; Coussee et al., 2011) et une production de produits oxygénés réactifs
(ROS) (Paradies et al., 2009). Enfin, la présence de la protéine SOD1 mutée peut également

altérer le transport axonal des mitochondries (De Vos et al., 2008).

D - Exemples de maladies neurodégénératives mitochondriales
1 - Pathologies de la dynamique mitochondriale
L’équilibre entre les processus de fission et de fusion semble critique pour la physiologie
neuronale. Des mutations dans certains génes composant la machinerie fission — fusion sont

responsables de maladies neurodégénératives. De récentes études ont également permis

98



d’impliquer des défauts de la dynamique mitochondriale dans des maladies
neurodégénératives plus fréquentes telles que la maladie de Parkinson. En effet, les protéines
Pink et Parkin régulent négativement la fonction de fusion des mitofusines et de OPA1 alors
qu’elles régulent positivement 1’action de Drpl provoquant une fragmentation mitochondriale
(Deng et al., 2008; Poole et al., 2008). Ces données font de la dynamique mitochondriale un
¢lément clef des recherches sur les mécanismes conduisant a une neurodégénérescence.

Les principales neuropathies liées a la dynamique mitochondriale impliquent des mutations
des génes codant pour les protéines GDAP1, MFN2 et OPA1. Les mutations des genes
GDAPI et MFN2 sont impliquées dans certaines formes de la maladie de Charcot-Marie-
Tooth (Baxter et al., 2002; Cuesta et al., 2002; Zuchner et al., 2004), alors que les mutations
du geéne OPAL1 sont responsables d’atrophies optiques autosomiques dominantes (Alexander
et al., 2000; Delettre et al., 2000). Un cas de neuropathie associ¢ a une mutation du géne Drpl
a ¢t¢ décrit chez un nouveau né présentant une microencéphalie, une anomalie du
développement cérébral, une atrophie optique avec hypoplasie, une acidose lactique
persistante et une concentration plasmatique modérément élevée en acides gras a tres longue
chaine. Cette mutation hétérozygote a effet dominant négatif est associée a un défaut de

fission mitochondriale (Waterham et al., 2007).

2 - Neuropathies liées a des mutations de I’ADN mitochondrial
Les mitochondries posseédent leur propre génome, I’ADN mitochondrial (ADNmt). L’ ADNmt
humain est une molécule d’ADN circulaire double brin de 16.569 paires de bases (Anderson
et al., 1981). Le génome mitochondrial comporte un brin lourd (H, heavy) et un brin léger (L,
light). Il est localisé dans la matrice mitochondriale et comporte 37 génes dont 13 codent des
protéines impliquées dans les phosphorylations oxydatives, 22 codent des ARN de transfert et
2 codent des ARN ribosomiaux. L’information génétique mitochondriale est compacte
puisque les séquences codantes sont contigu€s et sans introns. La région non codante
représente seulement 5% du génome. C’est une région régulatrice appelée boucle D ou « D-
Loop » qui contient les régions promotrices des brins H et L et I’origine de réplication du brin
H. La réplication de I’ADNmt est effectu¢e grace a I’ADN polymérase y qui est codée par le
génome nucléaire. Elle est principalement bidirectionnelle et asynchrone (Clayton, 1982)
commengant par le brin H puis par le brin L. Lors de la réplication, la fréquence d’erreurs
provoquant des mutations est beaucoup plus importante que celle du génome nucléaire

(Brown et al., 1979). L hétéroplasmie correspond a la coexistence de molécules d’ADNmt
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mutées et non mutées au sein d’une méme cellule alors que lorsque toutes les molécules sont
identiques, on parle d’homoplasmie. La transmission de ’ADNmt se fait par voie maternelle
compte tenu de la richesse mitochondriale des ovocytes et de I'élimination spécifique des
quelques copies d'ADNmt apportées par le spermatozoide lors de la fécondation (Sutovsky et

al., 2000).

Ainsi, les maladies dues a des mutations ponctuelles de I'"ADNmt ont un mode de
transmission maternel et leur expression est en relation avec le taux d’hétéroplasmie. Ce sont
des pathologies le plus souvent multi-systémiques affectant les tissus les plus énergie-
dépendants, tels que les muscles squelettiques et cardiaques, le systeme nerveux et neuro-

sensoriel. Parmi ces pathologies, on retrouve la neuropathie optique héréditaire de Leber.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés aux dysfonctionnements
mitochondriaux et aux perturbations de ’homéostasie bioénergétique dans un modele murin
de la sclérose latérale amyotrophique. Nous avons formulé 1’hypothése que les Iésions
énergétiques mitochondriales sont retrouvées trés en amont des premiers symptomes de la
maladie, dés le stade embryonnaire, et qu’elles pourraient étre en partie responsables des
processus de dégénérescence des motoneurones plus tardifs observés au cours de la maladie.
Dans ce contexte, I’objectif de ma thése a ét¢ d’étudier les dysfonctionnements du
métabolisme mitochondrial en termes d’activité et de production d’ATP, ainsi que leurs
conséquences en termes d’activité électrique dans les motoneurones embryonnaires modeles
de la SLA. Nous avons pour cela combiné des approches biochimiques (concentration d’ATP
intracellulaire), de biologie moléculaire (western blots, RT-PCR quantitative) et
¢lectrophysiologiques (en intracellulaire).

Nous sommes partis initialement de travaux théoriques basés sur la conception et
I’étude d’un modéle détaillé d’un motoneurone, de son fonctionnement électrophysiologique
et des voies métaboliques de syntheése et de consommation de I’ATP (Le Masson et al, 2013
in press). Ces travaux suggerent qu’une réduction méme faible de la production d’ATP peut
conduire les neurones a un état instable, ou la crise énergétique augmente paradoxalement la
consommation, les conduisant ainsi a entrer dans une boucle délétére, entrainant une
dépolarisation progressive, une entrée massive de calcium et une probable mort cellulaire. Ces
travaux théoriques sont soutenus par I’idée que la concentration basale d’ATP intracellulaire
est réduite du fait d’une réduction de la synthése d’ATP mitochondrial.

De ce fait, nous avons dans un premier temps tenté de répondre a la question :

- Comment évolue la concentration intracellulaire d’ATP dans les motoneurones SOD19**
modeéles de la SLA ? Si cette derniére est modifiée, comment sont altérées les voies de
production d’ATP dans ce modele pathologique ? Les résultats de cette premicre partie
suggerent fortement qu’il existe un découplage partiel entre respiration et production d’ATP
dans les motoneurones SOD1%°4,

Nous nous sommes donc demandés :

- Quels pourraient étre les mécanismes responsables d’un tel découplage partiel observé dans
les mitochondries des motoneurones SOD197** 2 Quelles sont les voies et les protéines mises

en jeu ?
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Enfin, nous avons souhait¢ avoir un apercu des conséquences potentielles de ces
perturbations :

- Comment évolue Dactivité électrique des motoneurones SODI®**? Comment ces
motoneurones réagissent-ils a une perturbation de la syntheése d’ATP ? Cette synthese est-elle
adaptative ou existe-t-il une perte de 1’homéostasie ¢€nergétique aux conséquences

potentiellement désastreuses pour les motoneurones ?

Les résultats seront présentés sous forme de trois chapitres. Le premier chapitre sera
consacré a la mise en évidence du découplage mitochondrial dans notre modele, puis, nous
aborderons les mécanismes du découplage dans un second chapitre, avant de terminer par les

conséquences de cette perte d’homéostasie énergétique dans les motoneurones.
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Matériels et Méthodes

I — Les animaux

Tous les protocoles utilisés au cours de ce projet sont en accord avec le Comité National
d’Ethique, qui nous a accordé le numéro de saisine 50120146-A.

Les animaux utilisés au cours de cette étude sont des souris transgéniques possédant la
mutation G93A, substituant une guanine par une arginine au niveau du codon 93 de I’enzyme
superoxyde dismutase a cuivre et zinc (SOD1), avec un haut niveau d’expression (autour de
vingt-cinq copies). Ce modele a été mis au point par Gurney et collaborateurs en 1994
(Gurney et al., 1994). Les souris utilisées sont des mutants sur fond génétique hybride
SOD19*4/B6SJL obtenus par accouplements de femelles souches wild type (Wt) C57BL/6J
et d’un male SOD1%%*. Par ailleurs, nous avons également utilisé des souris transgéniques
exprimant la GFP, une protéine fluorescente, sous le promoteur HB9, un gene homéoboite
permettant la spécification de 1’identit¢é motoneuronale au stade embryonnaire (Arber et al.,
1999). Les animaux sont obtenus par croisements entre des femelles HLX9/B6, wild type
pour la SOD1 mais exprimant le géne de la GFP, et des males hétérozygotes pour SOD1. Les

embryons sont utilisés a douze jours et demi aprés 1’accouplement.

II - Cultures primaires de motoneurones embryonnaires de souris

A - Mise au point de la technique
Depuis les années 1970, différentes méthodes ont €té proposées pour enrichir, identifier ou
purifier les motoneurones. Ces différentes méthodes se basent sur trois propriétés majeures
des motoneurones : leur localisation dans la partie ventrale de la moelle épiniere, leur grande
taille et le fait que leurs axones projettent sur les bourgeons des membres des les premiers
stades de développement. Les différentes méthodes proposées sont un compromis entre le
degré de purification et le rendement cellulaire. La méthode de culture cellulaire utilisée dans
ce projet a ét¢ mise au point par Henderson et collaborateurs au début des années 1990
(Henderson et al., 1995). Elle a initialement été développée pour les embryons de poulet,
entre quatre et sept jours embryonnaires, et les embryons de rats entre quatorze et quinze jours
embryonnaires. Elle fait appel a un gradient de densit¢ permettant de séparer les
motoneurones de grande taille des autres cellules plus petites. La technique de culture
embryonnaire primaire purifiée en motoneurones, et notamment la dissection a été acquise

dans des laboratoires la pratiquant en routine.
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B - Le « coating »
Les cultures de mes expériences s’effectuent sur différents supports : petites boites de Pétri,
plaques de 12 ou 96 puits. Pour permettre la fixation des cellules au support de culture, il est
nécessaire de réaliser au préalable sur les plaques et les boites un « coating » a base
d’ornithine et de laminine (Sigma). Avant tout, 100 ul d’une solution de ringage (composée de
Leibovitz-L15, de bicarbonate au 40°™ et de Pénicilline Streptomycine a 1% ; Invitrogen)
sont déposés dans chaque support de culture. Aprés une nuit ou un week-end d’incubation a
37°C et 5% de CO; le contenu des puits est aspiré¢ et remplacé par 100 pl de solution de
polyornithine que ’on laisse agir une heure a température ambiante avant d’aspirer et de
laisser sécher sous la hotte une autre heure a température ambiante. La derniére étape du
« coating » consiste a déposer une solution de laminine (1/500) avant d’incuber a 37°C et 5%

de CO; jusqu’a I’ensemencement.

C - La mise en culture
1 - Dissection
La culture primaire est réalisée a partir de moelles épiniéres d’embryons murins SOD1 wild-
type (Wt) et SOD19** (SOD) de 12.5 jours. La souris gestante est anesthésiée a I’isoflurane
(Belmont) puis sacrifiée par décapitation. La poche placentaire est retirée et placée dans une
solution d’HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution d’/nvitrogen) complémentée de glucose et
d’HEPES. Sous loupe binoculaire, chaque embryon est extrait de sa poche puis placé dans
une boite de Pétri. Il est ensuite disséqué : la queue est prélevée pour le génotypage, la téte est
sectionnée, le canal dorsal est ouvert, la moelle épiniére est prélevée, retournée cornes
ventrales vers I’expérimentateur, puis débarrassée des méninges. Enfin, la corne dorsale,
contenant les neurones sensoriels, est sectionnée au scalpel. Le génotypage est effectué¢ en

paralléle de la dissection. Les amorces utilisées sont répertoriées dans le tableau ci-dessous.

Primers Sequence Orientation
GFP AAGTTCATCTGCACCACCG Forward

GFP TCCTTGAAGAAGATGGTGCG Reverse
sop | CATCAGCCCTAATCCATCTGA

sop |CGCGACTAACAATCAAAGTGA

Forward

Reverse

Tableau 6 : Séquence des amorces utilisées pour le génotypage des souris transgéniques
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2 - Dissociation et purification
Selon les résultats du génotypage, les moelles de méme génotype (SOD ou Wt) sont
regroupées, coupées en une dizaine de morceaux puis soumises a deux dissociations
différentes : enzymatique et mécanique. La dissociation enzymatique se fait dans un milieu
HAMS F10 modified (/nvitrogen) complété de 8 pl de trypsine (endoprotéase pancréatique
d’Invitrogen) pendant 8 min a 37°C et 5% de CO,. La trypsine hydrolyse les protéines
membranaires qui permettent 1’adhérence cellulaire, les cellules sont alors individualisées.
Les moelles sont ensuite sorties et placées dans un milieu composé de 800 pul de milieu CCM
(Leibovitz-L15 complémenté de glucose, de pénicilline-streptomycine, de progestérone,
d’IPCS — I : Insuline, P : Putrescine, C : Conalbumine, S: Sodium sélénite - et de sérum de
cheval inactivé ; Invitrogen), 100 pl de BSA a 4% (Bovin Serum Albumin Sigma) et 100 pl
de DNAse (Sigma) pour dégrader les cellules mortes ou abimées. Le milieu contenant les
moelles est doucement agité environ une minute pour que les moelles se désagrégent. Elles
sont ensuite mécaniquement dissociées par un protocole d’aspiration-refoulement de pipette,
alterné avec des temps de sédimentation. Apres I’ajout de 5 ml de Leibovitz-L.15 (dont le pH a
¢té préalablement ajusté grace a une échelle de couleur) a la solution obtenue, un coussin de
BSA est réalisé a ’aide d’une pipette Pasteur. Celui-ci, par sa densité plus forte, a pour role
de rester dans le fond du tube et donc d’empécher les cellules de s’y déposer violemment lors
de la centrifugation de 5 minutes a 470 g. Le culot est resuspendu dans 5 ml de milieu CCM
et un gradient sélectif est créé grace a de 1’Optiprep (Sigma). Apres 15 minutes de
centrifugation a 1000 g, I’interface entre milieu Leibovitz-L15 et Optiprep, ou il est possible
d’observer des « flocons », est récupérée et resuspendue dans Sml de milieu Leibovitz-L.15
pHé. On réitere la centrifugation de 5 min avec coussin de BSA. Le culot obtenu est
resuspendu dans 5 ml de milieu CCM avant d’étre une derniere fois centrifugé pendant 5 min
avec un coussin de BSA. Le culot obtenu est resuspendu dans 100 pl/moelle de milieu de
culture NBM (Milieu Neurobasal Invitrogen complémenté de glutamine, glutamate, B27, -
mercaptoethanol et facteurs de croissance) et la concentration cellulaire est évaluée sur

Cellule de Malassez.

3 - Ensemencement
En fonction du nombre de cellules obtenu, des dilutions sont effectuées de fagon a déposer sur
chaque support 100 pl de solution contenant le nombre de cellules souhaité. Apres une heure

et demi d’incubation a 37°C et 5% de CO,, chaque puits est complété avec du milieu de
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Matériels et Méthodes
culture NBM. Enfin, les boites sont mises a incuber a 37°C et 5% CO, pour une durée de

quelques jours a plusieurs semaines en fonction de I’utilisation ultérieure. Afin d’éviter que le
milieu ne s’asseche et que les cellules ne manquent d’éléments nécessaires a leur
développement, le milieu de culture est changé une fois par semaine avec du NBM

complémenté de glutamine, glutamate, B27, B-mercaptoethanol et facteurs de croissance.

Dissection HAMS E10 CCM + BSA Dissociation
+ Trypsmt\ + DNase \
1. Incubation 1. Dissociation
8'a37°C mécanique 3
2. Récupération 2. Récupération
y des moelles du surnageant
. —— — —
a4
4
Purification CCM + coussin L15 + coussin CCM + gradient L15 + coussin
NBM '/ De BSA / De BSA d’Optiprep\ de BSA \
v
1. Centrifugation 1. Centrifugation
5-470g 5'-470g
2. Retirerle 2. Retirerle Récupération Centrifugation Centrifugation
surnageant surnageant de l'interface 15’-1000g 5-470g
C— A— < < C—

Ensemencement

1. Comptage
2. Dilutions
3. Ensemencement

Figure 22 : Dissection, dissociation et purification de moelles épiniéres d’embryons
murins a 12.5 jours

III — Concentration intracellulaire en ATP

A - Le kit de détection de PATP

La détection de ’ATP repose sur une réaction mettant en jeu I’ATP, la D-luciférine et la
luciférase. Cette réaction émet une quantité de photons a 560 nm, proportionnelle a la quantité
d’ATP contenue dans I’échantillon. Tous les réactifs nécessaires sont fournis dans un kit :

ATP Determination Kit A22066 de Molecular Probes, Invitrogen detection technologies.
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Cette quantité de photons est mesurée a 1’aide d’un luminomeétre en URL, unités relatives de
lumicre et est comparée a une gamme étalon. Cette gamme est réalisée avec des quantités

connues en ATP soit 0, 0.5, 1.5, 7.5, 15, 75, 150, 350, 500 et 750 pmol par tube.

Luciférase
D-luciférine + ATP + O, + Mg?* L) Oxyluciférine + AMP + PPi + CO, + Photon

Equation 2 : Equation de la réaction catalysée par la luciférase

La réaction est lancée par 1’injection d’une solution standard de réaction dans 1’échantillon
mesuré (gamme ou culture cellulaire apres lyse). Cette solution se compose pour 10 mL
réalisé de 8.9 ml d’eau distillée stérile, de 0.5 ml de tampon de réaction a 20X, de 0.1 ml de
DTT a 100 nM, de 0.5 ml de D-luciférine 4 10 mM et de 2.5 pl de luciférase 4 5 mg.ml”. Ce
mélange doit étre protégé de la lumicre et étre conservé a 4°C pendant 5 jours maximum car il

perd rapidement sa sensibilité.

B - L’extraction
Le but est d’extraire I’ATP des cellules aprés 1’action ou non de drogues. Les drogues
utilisées sont 1’oligomycine (7ocris) a 50 uM et la roténone a 5 uM (bloqueurs de la chaine
respiratoire), 1’ouabaine (7ocris) a 1 uM (inhibiteur des pompes Na/K), le sodium iodo-
acétate a 100 uM (inhibiteur de la glycolyse), le FCCP a 6 uM (découplant de la chaine
respiratoire mitochondriale) et le KCl (FWR) a 1 mM (dépolarisation de la membrane) a
raison de 50 pl par puits. Les drogues agissent a température ambiante pendant dix minutes
puis sont aspirées afin de stopper leur action. L’ ATP est ensuite extrait par lyse des cellules en
culture, par application de 30 pul de tampon de lyse a base de détergent. Pour 10mL de tampon
produit on mélange 400 pul ’EDTA a 50 mM, 2 ml de tampon Potassium Phosphate a 0.5 M,
100 pl de triton, 100 pul de DTT a 0.1 M et 7.4 ml d’eau MilliQ. Ce tampon peut €tre conservé
a -20°c. Les puits sont ensuite « triturés » a 1’aide d’un embout stérile de pipette puis le lysat

est extrait et conservé rapidement a -20°c dans des tubes Eppendorf.

C - Les mesures
Les mesures sont effectuées a 1’aide du luminomeétre Lumat LB9507. Celui-ci doit avant tout

étre lavé et paramétré. Pour cela, on réalise deux séries de douze lavages a I’eau DNase,
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RNase free (Invitrogen), suivies d’une série de deux lavages par la solution standard de
réaction, toujours protégée de la lumiére, tout en suivant les instructions de I’appareil.

On paramétre ensuite la machine en créant un nouveau protocole : 270 pl de solution standard
de réaction sont injectés par mesure, le bruit de fond (50 URL.s" maximum) est évalué
pendant deux secondes et soustrait automatiquement par I’appareil, la URL est mesurée 0.5 s
apres I’injection, pendant 2 secondes a 2.5 et 24.5 secondes.

On place ensuite dans le luminomeétre 30 ul d’échantillon (gamme ou lysat) dans un tube a
hémolyse en polystyréne. On lance le protocole et on obtient pour chaque échantillon une

mesure de luminométrie en URL.

IV — Respiration mitochondriale

L'analyseur Seahorse XF mesure le taux de consommation d'oxygéne (OCR), indicateur de la
respiration mitochondriale.

Les mesures en temps réel de 'OCR sont faites par l'isolement d'un volume extrémement
faible (environ 7 pl) du milieu au-dessus d'une monocouche de cellules dans une plaque de
quatre-vingt seize puits. La consommation d'oxygene -cellulaire (respiration) et les
changements rapides sont facilement mesurables par la mesure des concentrations d'oxygene
dissous et de protons libres dans cette « microchambre transitoire ». Ils sont évalués par des
sondes de capteurs a semi-conducteurs se localisant juste au-dessus de la monocouche de
cellules. L'appareil mesure la concentration jusqu'a ce que le taux de variation soit linéaire et
calcule la pente pour déterminer 'OCR. Un systéme intégré d'administration de composés
permet l'addition successive de deux solutions par puits, a des intervalles définis par
l'utilisateur.

Avant le début de I'essai XF, les cellules sont ensemencées dans des puits d'une plaque quatre-
vingt seize puits de culture cellulaire XF. Chaque puits est ensemencé avec 50 000 cellules et
la concentration cellulaire est vérifiée avant chaque expérience. Le milieu de culture est
changé environ une heure avant 1’expérience, avec du milieu DMEM sans glucose, dans
lequel il a été ajouté 1 mM de sodium-lactate et 1% de sérum de cheval. Le pH est ajusté entre
7,3 et 7,4 a 37°C. La plaque de culture de cellules est introduite dans I'appareil. Typiquement,
le taux basal d’OCR est mesuré quatre fois avant d'ajouter des inhibiteurs, des stimulants, des
substrats, ou des composés dans les chambres d’injection de composés. L’OCR est calculée
en pmol/minute. Les composés préchargés dans les chambres d’injection de la plaque

d'analyse sont ensuite injectés sous pression, successivement, dans chaque puits. Apres le
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mélange, de nouvelles mesures de ’OCR sont effectuées. Comme pour les mesures de
concentrations d’ATP, nous avons utilisé différents composés : 1’oligomycine a 50 uM,
I’antimycine a 100 uM, la roténone a 5 pM, tous trois des inhibiteurs des différents
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale, et du KCl a 1 mM.

La durée totale de 'essai est généralement d’environ quatre-vingt a quatre-vingt-dix minutes.
Pour maintenir la physiologie normale de la cellule, un syst¢eme de commande de température

maintient l'environnement interne de 'analyseur a 37 ° C.

V — Enregistrements électrophysiologiques intracellulaires

Les enregistrements électrophysiologiques ont été effectués en intracellulaire, ou technique
dite du « sharp ». Les microélectrodes de verre a pointes fines destinées aux enregistrements
intracellulaires sont obtenues a partir de tubes capillaires de verre borosilicaté avec une fibre
de verre interne, de 1 millimétre de diamétre externe et 0,5 millimétre de diamétre interne
(Harvard Apparatus). Les ¢électrodes sont étirées avec une étireuse horizontale programmable
(Flaming/Brown micropipette puller P-97, Sutter Instrument). Les microélectrodes sont
remplies avec une solution d’acétate de potassium a 2 M a ’aide d’une seringue. Les
résistances des microélectrodes varient entre 100 et 180 MQ. L’¢lectrode est orientée a 45°
environ vers la surface de la culture cellulaire en boite de Petri, a 1’aide d’un
micromanipulateur a trois axes. Un courant oscillant bref et a haute fréquence est appliqué a
travers la microélectrode afin de pénétrer dans la cellule. Les motoneurones ont été identifiés
par fluorescence, grace au marqueur GFP. Pendant toute la durée de 1’expérience, les cellules
sont perfusées en circuit ouvert avec un milieu extracellulaire (ACSF) contenant 130,5 mM de
NaCl, 2,4 mM de KCIl, 1,3 mM de MgSOy, 1,2 mM de KH,POy4, 19,5 mM de NaHCO;,
2,4 mM de CaCl,, 10 mM de glucose et 1,25 mM d’HEPES. Le pH de la solution est ajusté a
7,4 et son osmolarité se situe autour de 300 mOsmol. Par ailleurs, les cellules recoivent du
carbogene, qui bulle dans le milieu ACSF, perfusé jusqu’aux cellules. Le débit de perfusion
des cellules est de 0,75 ml par minute pendant toute la durée de I’enregistrement.
L’acquisition des données est réalisée a 1’aide du logiciel Axoclamp-2A (Molecular Devices).
Avant chaque enregistrement, la résistance de la microélectrode est compensée. Les différents
parametres étudiés sont la mesure du potentiel membranaire de repos, par simple lecture sur
I’amplificateur quelques minutes apres I’empalement du neurone, les caractéristiques des
potentiels d’action, comme son amplitude et sa durée, et la fréquence de décharge des

motoneurones empalés.
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VI — PCR quantitative en temps réel

A - Extraction des ARN totaux et controle de leur qualité

L’extraction des ARN totaux est réalisée a 1’aide d’une trousse commerciale (7ri.reagent
Fermentas) selon la méthode dérivée du protocole de Chomczynski et Sacchi (Chomczynski
& Sacchi, 1987). Ce protocole utilise une solution dénaturante contenant de I'isothiocyanate
de guanidinium et du phénol (trizol). Cette solution dénature les acides nucléiques, dissocie
les protéines et posseéde également une activité inhibitrice sur les ribonucléases endogenes.
Apres la lyse des cellules dans cette solution et addition de chloroforme, les échantillons sont
centrifugés. Cette étape permet de séparer par solubilisation différentielle les acides
nucléiques (les ARN sont insolubles dans le phénol) des protéines. La phase aqueuse
contenant les ARN est prélevée puis transférée dans un tube neuf. Les ARN sont alors a
nouveau purifiés par 1’ajout d’un méme volume de trizol et un volume de chloroforme
correspondant, incubée 10 minutes a 4°C puis centrifugée a 10 000 g pendant 10 minutes a
4°C. Les ARN sont précipités par 1’ajout d’un volume identique d’isopropanol et incubé 10
minutes a température ambiante puis une nuit a -20°C. Le précipité est récupéré par
centrifugation a 12 000 g pendant 30 minutes a 4°C. Apres élimination du surnageant, le culot
d'ARN est lavé par 500 pl d'éthanol 75 %, séché a l'air et remis en suspension dans de I'eau.
Chaque échantillon est alors digéré a la DNAse (Turbo DNA-free DNase AMBION) pour
¢liminer les éventuelles présences d’ADN génomique contaminant.

La mesure de la qualit¢ des ARN totaux de chaque échantillon est réalisée a 1’aide du kit
Agilent RNA 6000 du Bioanalyser Agilent. Il s’agit d’une technique d’électrophorese
microcapillaire. Les ARN totaux marqués par un agent fluorescent sont excités par un laser.
Au cours de la migration, I’intensité de la fluorescence est enregistrée et rapportée a celle
d’une solution de différents marqueurs de taille de concentration définie a 150 pg/l. Le
logiciel d’analyse couplé au lecteur (4Agilent 2100 Bioanalyser Software) permet d’obtenir un
électrophorégramme pour chaque individu. Un facteur d’intégrité (RIN) correspondant a un
calcul automatique d’un critére de qualité et intégrant I’ensemble du profil (pics ribosomaux,
régions pré et post-pics et inter-régions) est généré par le logiciel du Bioanalyzer. Sa valeur
comprise entre 1 et 10 renseigne sur la qualité des ARN, la valeur 10 correspondant a la

meilleure qualité possible.
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B - PCR quantitative en temps réel
1 - Principe et protocole

La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative en temps réel repose sur la
détection et la quantification d’un reporter fluorescent qui s’intercale dans I’ADN double brin
(SYBR® Green) au cours du temps. La fluorescence est donc collectée aprés chaque cycle de
PCR. L’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la
réaction de PCR. Ceci permet la quantification du produit de la PCRq a partir d’'une courbe
d’amplification qui montre la fluorescence en fonction du nombre de cycles.
La réaction de PCRq débute par une étape a 95°C pendant 5 minutes permettant d’activer la
DNA polymérase puis 45 cycles sont réalisés. Chaque cycle est constitué¢ des deux étapes
suivantes : une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 secondes, puis une étape a 61°C
pendant 30 secondes associant I’hybridation des amorces et 1’élongation. La mesure de la
fluorescence est réalisée a la fin de 1’élongation.
Chaque puits de la plaque contient un mélange réactionnel d’un volume total de 10 pl
composé de 3 ul d’amorces a 2 uM, 2 ul d’ADNc a 2 ng/ul précédemment synthétisés et 5 pl
d’un mélange contenant le réactif nécessaire a I’amplification (mix 2X, LightCycler® 480

SYBR Green I Master, ROCHE).

2 - Préparation des ADNc
Les ARN totaux (0,5 pg) sont ajoutés a un mélange composé de 300 ng de Random Hexamer
Primer (Fermentas), de 200 ng d’oligo (dT) (Fermentas) puis dénaturés pendant 5 minutes a
65°C.
La synthése des ADN complémentaires (ADNc) est basée sur une trousse commerciale
(RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas). La réaction de
transcription inverse se réalise a 50°C pendant une heure. Une étape d’inactivation est réalisée

pendant 15 minutes a 70°C. Chaque solution d’ADNCc est conservée a -80°C.

3 - Sélection et validation des couples d’amorces pour la gPCR
Le choix des amorces est réalisé par le logiciel Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). Les
couples d’amorces sélectionnés sont validés d’aprés deux critéres : leur spécificité et leur
efficacité.
La spécificité est vérifice a 1’aide de la courbe de fusion représentant 1’émission de

fluorescence en fonction de la température. Cette étape est réalisée a la fin de la PCRq par une
113



¢tape (incrémentation de la température de 0.3°C toutes les 3 secondes entre 65°C et 95°C)
qui dissocie le produit d’amplification.

L’efficacité est mesurée en réalisant une gamme étalon basée sur les concentrations d’ADNc
(20;10; 4; 0.8 ; 0.16 ng par puits). Une courbe étalon représentant le nombre de cycles en
fonction du logarithme décimal de la quantité d’ADNc peut étre tracée grace a I’utilisation de
cette gamme de concentrations d’ADNc. La pente de la courbe nous renseigne sur 1’efficacité
de la réaction (E=10""""¢ _1). Plusieurs contrdles sont réalisés pour vérifier I’absence de

contamination.

Primers Sequence Orientation
ucP1 CGTGAAGGTCAGAATGCAAGC Forward
uce1 CATTGTAGGTCCCCGTGTAGC Reverse
uCP2 CTGCACCCCGATTTACTTCC Forward
ucP2 CAGGCCTCCTCACTGTGAGTC Reverse
ucP3 ACCCACATGGTGGAAGGACA Forward
ucP3 TGTATAGGGCGCTCAAATGGA Reverse
UCP4 GAAGTCGTGTTTGGCAAAAGTG Forward
UCP4 GCCATCATCCCTCCAATGAC Reverse

Tableau 7 : Séquence des primers forward et reverse utilisés pour les gPCR

4 - Choix des genes de référence
L’expression de 8 génes, potentiellement génes de référence, a été analysée par PCRq sur
I’ensemble des individus. L’analyse des résultats s’effectue a ’aide du logiciel Genorm qui
classe I’ensemble des genes testés en fonction des différentes expressions entre tous les
individus. Dans chacune des structures étudiées, deux genes sont choisis pour les valeurs
Genorm les plus faibles suggérant que leur expression est indépendante des conditions

expérimentales.

5 - Analyse de I’expression des genes
L’analyse de I’expression des genes est basée sur une quantification relative. Elle se traduit
par le calcul du facteur de variation (Fold Change, FC) entre les différentes conditions. Il est
basé sur la formule proposée par Livak & Schmittgen : FC= 24 (Livak & Schmittgen,

2001). Pour cela il faut d’abord calculer le ACt, égal a la différence d’expression entre le gene
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d’intérét (ici UCP1, UCP2, UCP3 ou UCP4) et les genes de référence choisis : ACt = Ct (gene
intérét) — Ct (gene de référence). PUIS on détermine la valeur AACt qui correspond a la différence

d’expression entre la condition d’intérét et la condition de référence (témoin, Wt) : AACt =

ACt (condition d’intérét) — ACt (condition de référence).

VII — Western Blots

A — Extraction des protéines
L’extraction des protéines transmembranaires ou cytoplasmiques se fait a 1’aide de 50 pl d’un
tampon de lyse a base de détergent (Cf Matériels et Méthodes, III, B). Les cellules sont
ensuite récupérées par une centrifugation de 5 minutes a 2000 tours par minute, & une
température de 20°C. Le surnageant est ensuite aspiré. Le culot cellulaire ainsi obtenu est
repris dans 200 pl de tampon d’extraction RIPA et 1 pl d’inhibiteurs de protéases et de
phosphatases. Les échantillons sont placés 5 minutes sur la glace. La derni¢re étape de
I’extraction protéique correspond a une sonication par pulses de 30 secondes avec un délai de

30 secondes entre chaque pulse, pendant 1 heure, a 65° d’amplitude.

B — Dosage des protéines
Le dosage des protéines transmembranaires et cytoplasmiques est effectué¢ a I’aide d’un kit
BCA (Pierce). La quantité¢ de protéines dans nos échantillons est déterminée par une gamme
¢talon de BSA (Bovine Serum Albumine). Les différentes concentrations protéiques de la
gamme sont répertoriées dans le tableau ci-dessous. Dans chaque puits est ajouté 160 ul de
réactif.
Les échantillons a doser sont préparés en ajoutant 37 ul d’eau distillée et 160 pl de réactif a

3 pl d’échantillon.

BSA (ng) 0 1 5 10 20 30 40
BSA (uL) 0 0.5 2.5 5 10 15 20
Tp RIPA (uL) 3 3 3 3 3 3 3
H20 gsp 40uL | 37 36.5 | 345 32 27 22 17

La gamme est réalisée en duplicat et les échantillons a doser en un seul puits.
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C — Western Blot Odyssey
1 — Préparation des €chantillons
Les échantillons protéiques sont préparés en ajoutant un quart de volume de tampon
d’échantillon 4X a un volume d’échantillon protéique. Les échantillons sont ensuite chauffés

15 minutes a 65°C, puis ils sont laissés a refroidir jusqu’a leur retour a température ambiante.

2 — Electrophorése et transfert
Les échantillons sont déposés sur le gel d’électrophorése en méme temps qu’un marqueur de
poids protéique (8 ul, Biorad 161-0374). La migration se fait & 150 volts pendant 45 minutes.
Le transfert des protéines se fait sur une membrane de nitrocellulose, a 1’aide d’un turbo
transfert de Biorad avec le kit RTA. Le transfert peut se faire pour deux gels en méme temps

et les parameétres sont 2,5 amperes et 25 volts pendant 7 minutes.

3 — Blocage de la membrane et incubation de I’anticorps primaire
Une fois le transfert terminé, la membrane est incubée pendant une heure a température
ambiante dans un tampon de blocage Odyssey. La membrane est ensuite incubée une nuit a
4°C sous agitation avec 1’anticorps primaire dilué dans le tampon de blocage contenant en
plus du tween 20. Le lendemain, la membrane est rincée trois fois pendant 5 minutes avec du

PBST sous agitation a température ambiante.

4 — Incubation avec I’anticorps secondaire
Cette étape se fait a I’abri de la lumiere. La membrane est incubée une heure sous agitation a
température ambiante avec 1’anticorps secondaire (anti-rabbit 800, vert), dilué dans le tampon
de blocage. La membrane est ensuite rincée trois fois cinq minutes avec du PBST sous

agitation a température ambiante.

VIII — Analyses statistiques

La significativité de tous les résultats présentés est vérifiée selon les cas par une analyse de
variance (ANOVA one way) ou un test de Student (apparié ou non) réalisés a 1’aide du
logiciel d’analyses statistiques SigmaPlot® (Systat Software Inc). Notons que pour p la
probabilité de faire erreur, la relevance des résultats est représentée graphiquement par : *

pour p < 0.05, ** pour p < 0.01, *** pour p < 0.001 et ns pour non significative.
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Chapitre 1

Un découplage énergétique des motoneurones SOD1%**
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I - Introduction

Une étude récente a montré qu’il existait un déficit en ATP cytosolique dans les cellules de
neuroblastome de souris SOD1%"® (Coussee et al., 2011). Ces auteurs ont mis en évidence
que le niveau d’ATP cytosolique était réduit d’environ 40% dans leur modele de souris
SOD1%R en comparaison aux cellules sauvages. Ces résultats vont dans le sens d’une
diminution d’activité des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. En effet, il a été
montré précédemment sur des mitochondries isolées de souris agées de dix-sept semaines, que
les complexes I, II et III de la chaine respiratoire mitochondriale présentaient une activité
diminuée chez les souris SOD19”** en comparaison avec les souris wild-type (Mattiazzi et al.,
2002). Ces auteurs ont également montré que le taux maximal d’oxygéne pouvant étre utilisé
dans les mitochondries était significativement réduit chez les souris SOD19"* de dix-sept
semaines en comparaison a des souris non transgéniques du méme age. D’autres auteurs ont
¢galement mis en évidence ces déficits d’activité mitochondriale chez des souris

194 (Jung et al., 2002). Cependant, ces études ont été effectuées soit

symptomatiques SOD
dans des lignées cellulaires, soit sur les tissus isolés a partir de souris présymptomatiques ou
symptomatiques. Cette étude a donc pour but d’apporter des éléments de comparaison dans
une population de motoneurones en culture primaire, issus de moelles épinieres de souris
embryonnaires sauvages ou mutées SOD19”*. Aussi, notre travail a consisté a étudier la
concentration intracellulaire d’ATP dans les cultures primaires de motoneurones, les voies de

production d’ATP, ainsi que le taux de consommation d’oxygeéne dans ces mémes cultures

cellulaires.

II — Concentration intracellulaire d’ATP dans les motoneurones

Les résultats décrits dans cette étude ont été obtenus a partir de cultures primaires de
motoneurones embryonnaires (E12.5) de souris wild-type, utilisées comme témoins, ou
mutées SOD19"*, Les cellules ont été ensemencées a 20 000 motoneurones par puits, et

utilisées apres huit a dix jours de culture.
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A — La concentration intracellulaire d’ATP est diminuée dans les
motoneurones SOD1¢%**
Nous avons mesuré la concentration intracellulaire d’ATP a 1’aide d’un kit basé sur la
réaction de la luciférase (cf Matériels et Méthodes, III). Les mesures ont été effectuées sur

20 000 cellules apres extraction.
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Figure 23 : Concentration intracellulaire d'ATP dans les motoneurones en condition
controle

La concentration d’ATP intracellulaire des motoneurones SOD1%%** aprés huit a dix jours de
culture est réduite d’environ 55% par rapport aux motoneurones sauvages. Les résultats sont
présentés en moyenne + erreur standard a la moyenne. ** : p < 0,01 : différence significative.
Analyse statistique par un t-test de Student.

La concentration d’ATP intracellulaire est fortement diminuée dans les motoneurones
SOD19%%4 (n=12 ; moyenne + SEM : 12,2 + 2,4 pmol) en condition contrdle par rapport aux
motoneurones wild-type (n=14 ; moyenne = SEM : 27,6 + 4,0 pmol) (Figure 23). Ceci montre
qu’il existe un déficit dans la production ou [’utilisation de I’ATP intracellulaire chez les
motoneurones SOD19** en comparaison avec les motoneurones sauvages. Dans un premier
temps, pour approfondir ce résultat, nous avons cherché a étudier la participation relative des

différentes voies de production d’ATP sur la concentration intracellulaire totale.
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B — La majorité de ’ATP intracellulaire des motoneurones est produit par

les mitochondries

La concentration d’ATP intracellulaire provient a la fois d’une syntheése mitochondriale par le
systtme des phosphorylations oxydatives (OXPHOS) et d’une synthése glycolytique
cytosolique. Afin d’évaluer la part relative de chacune de ces voies de synthése dans la
production de I’ATP intracellulaire total, nous avons bloqué chacune de ces voies par des
inhibiteurs spécifiques. La production glycolytique est inhibée par le sodium iodoacétate (10).
Quant au systéme des phosphorylations oxydatives, il peut étre inhibé a différents niveaux. Le
complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale est inhibé par la roténone, et le complexe
V ou ATP synthase est inhibé par 1’oligomycine. Les concentrations utilisées sont 100 pM
pour le sodium iodoacétate, 5 uM pour la roténone et 50 pM pour I’oligomycine. Les
inhibiteurs sont dissous dans du PBS 1X aux concentrations souhaitées, et appliqués pendant
dix minutes.

La voie majeure de production de I’ATP intracellulaire dans les motoneurones en culture est
la voie mitochondriale des phosphorylations oxydatives. Les mesures de la concentration
intracellulaire d’ATP en condition de blocage du complexe I de la chaine respiratoire
mitochondriale montre une diminution drastique de la concentration intracellulaire d’ATP de
95%, 1,4 £ 1,3 pmol (moyenne + SEM ; n=3) dans les motoneurones wild-type et de 80%, 2,7
+ 1,3 pmol (moyenne = SEM ; n=4) dans les motoneurones SOD19%4 (Figure 24, A).
L’inhibition du complexe V montre ¢également une diminution de la concentration
intracellulaire d’ATP dans les motoneurones sauvages (40%) et mutés (35%), mais moins
importante. En effet, la concentration intracellulaire d’ATP dans les motoneurones sauvages
en condition basale est de 27,6 £ 4,0 pmol (moyenne + SEM ; n=14) et de 16,4 + 3,4 pmol
(moyenne = SEM ; n=4) apres application d’oligomycine. Dans les motoneurons SOD19%%4,
la concentration intracellulaire d’ATP chute a 8,0 + 2,9 pmol (moyenne + SEM ; n=8) suite a
I’inhibition du complexe V par I’oligomycine alors que la valeur en condition basale est de
12,2 £ 2,4 pmol (moyenne = SEM ; n=12) (Figure 24, B). Nous remarquons par ailleurs que
I’inhibition de la voie glycolytique de production d’ATP par le iodoacétate n’entraine pas de
diminution significative de la concentration intracellulaire d’ATP, que ce soit dans les
motoneurones wild-type, 13,4 = 0,6 pmol (moyenne + SEM ; n=3), malgré une tendance, mais
non statistiquement significative, ou les motoneurones SODIG%A, 15,6 £ 1,5 pmol (moyenne

+ SEM ; n=3) (Figure 24, C).
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Figure 24 : Concentration intracellulaire d'ATP en condition de blocage des voies de
production

La concentration intracellulaire d’ATP est fortement diminuée en cas de blocage de la voie de
synthése mitochondriale mais pas lors d’une inhibition de la voie de production glycolytique,
dans les motoneurones wild-type et SOD1°”** en culture. A. L’inhibition du complexe I de la
chaine respiratoire par la roténone (R) entralne une diminution de la concentration
intracellulaire d’ATP plus importante, d’environ 95% dans les motoneurones wild-type et
d’environ 80% dans les motoneurones SOD1%**. B. Le blocage du complexe V de la chaine
respiratoire mitochondriale par I’oligomycine (OL) entraine une diminution d’environ 40% de
la concentration intracellulaire en ATP dans les motoneurones sauvages et d’environ 35%
dans les motoneurones SOD1**. C. L’inhibition de la voie glycolytique par le sodium
iodoacétate (IO) n’entraine pas de diminution de la concentration intracellulaire en ATP que
ce soit dans les motoneurones sauvages (malgré une tendance non statistiquement
significative) ou les motoneurones mutés. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne
+ erreur standard a la moyenne. Analyses statistiques par des t-test de Student, appariés et
non-appariés. * : p <0,05; **: p <0,01.

Pour controler que la majorit¢ de I’ATP intracellulaire est effectivement majoritairement
produite par les phosphorylations oxydatives mitochondriales, et que les deux voies majeures
de production d’ATP intracellulaire sont la voie mitochondriale et la voie glycolytique, nous
avons appliqué un cocktail d’inhibiteurs spécifiques a chacune de ces voies, a savoir du
sodium iodoacétate a 100 uM et de I’oligomycine a 50 pM.

La concentration intracellulaire d’ATP est réduite de 99% dans les motoneurones sauvages et
SOD1 mutants lors de 1’application des inhibiteurs de la glycolyse et du complexe de I’ATP
synthase de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 25). Ceci montre bien qu’il s’agit
des deux voies majeures de production de I’ATP intracellulaire. La concentration d’ATP chez

les motoneurones wild-type est réduite de 27,6 = 4,0 pmol (moyenne £ SEM ; n=14) a 0,6 +
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0,08 pmol (moyenne £ SEM ; n=3). Dans les motoneurones SOD19*4, la concentration
d’ATP intracellulaire diminue de 12,2 + 2,4 pmol (moyenne + SEM ; n=12) a 0,9 £+ 0,05
(moyenne + SEM ; n=3). Remarquons qu’il y a une diminution statistiquement moindre de la
concentration d’ATP intracellulaire des motoneurones SOD1 mutés par rapport aux
motoneurones sauvages. Ceci montre bien que les deux voies de production d’ATP dans les
motoneurones sont les voies mitochondriale et glycolytique. La voie des phosphorylations
oxydatives joue le role majeur dans la production de I’ATP intracellulaire, et la production
d’ATP par la glycolyse est anecdotique. Il s’agit essentiellement d’une voie de production
alternative dans les motoneurones, pouvant relayer la mitochondrie dans le cas de

dysfonctionnements, afin d’assurer le maintien d’un niveau correct d’ATP dans la cellule.
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Figure 25 : Concentration intracellulaire d'ATP en condition de blocage des voies de

production

La concentration intracellulaire d’ATP est inhibée par le blocage de la voie de production
glycolytique par le sodium iodoacetate (IO, 100uM) et de la voie de production
mitochondriale par 1’oligomycine (OL, 50uM). La concentration d’ATP intracellulaire est
diminuée de plus de 99% dans les motoneurones sauvages et SOD19”* en conditions de
blocage total de la production d’ATP. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01. Analyse statistique par des
tests de Student apparié et non-apparié.

Ces résultats montrent que la majorité de la synthese d’ATP intracellulaire est réalisée par la

voie des phosphorylations oxydatives. Nous avons donc orient¢ nos études sur les
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dysfonctionnements possibles au niveau de cette voie de production d’ATP dans les

G93A
1

motoneurones SOD en comparaison aux motoneurones sauvages.

Nous avons ensuite cherché a mesurer I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale a la

fois dans les motoneurones wild-type et SOD19%*.

GI3A

II1 — La consommation d’oxygéene des motoneurones SOD1 est augmentée

La mesure du taux de consommation d’oxygeéne sur les motoneurones en culture nous donne
des informations sur I’état métabolique de la chaine respiratoire mitochondriale et sur sa
capacit¢ a produire de I’ATP. Comme elle est la source majeure d’énergie dans les
motoneurones, un dysfonctionnement de cette voie productrice d’ATP aurait des
conséquences majeures sur le fonctionnement des motoneurones, cellules trés demandeuses
en énergie. Les mesures du taux de consommation d’oxygene ont été réalisées sur 50 000
motoneurones en culture, a 1’aide de I’appareil XF-Analyseur. Ces données sont issues de huit
expériences indépendantes (chacune contenant environ une quinzaine de puits) sur des
cultures entre un et trois jours apreés ensemencement. Nous pourrions nous attendre, du fait de
la réduction de la concentration intracellulaire d’ATP, a une diminution de la respiration et de
la consommation d’oxygene. Paradoxalement, et c’est 1a un résultat surprenant et
fondamental, les mesures de la consommation d’oxygéne dans les motoneurones SOD19%*#
montrent une augmentation d’environ 125%, (68,9 = 4,5 pmol/min (moyenne + SEM ;
n=116)) en comparaison avec les motoneurones sauvages (55,3 + 3,1 pmol/min (moyenne =+
SEM ; n=123)) (Figure 26).

Afin de mieux évaluer I’implication de certains complexes de la chalne respiratoire
mitochondriale sur les cultures primaires de motoneurones wild-type et SOD19*#, nous
avons appliqué différentes substances inhibitrices. Nous avons utilisé la roténone a 5 uM pour
inhiber le complexe I NADH-Ubiquinone Oxydoréductase, I’antimycine a 100 uM pour
bloquer le complexe III Ubiquinone-Cytochrome ¢ Oxydoréductase et I’oligomycine a 50 uM
pour agir spécifiquement sur le complexe V de I’ATP synthase (Figure 27). Nous remarquons
que les complexes I et III de la chaine respiratoire mitochondriale des motoneurones wild-
type et SOD19%*# réagissent de la méme maniére a I’application de ces inhibiteurs. En effet,
sous l’effet de la roténone, inhibiteur du complexe I, qui agit au niveau du domaine
hydrophobe du complexe, et vraisemblablement au niveau de site de fixation de I’'ubiquinone,
la consommation d’oxygene diminue de 40% environ dans les motoneurones wild-type et de

35% environ dans les motoneurones SOD1°7*,
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Figure 26 : Taux de consommation d'oxygéne dans les motoneurones wild-type et
SOD1%%A en condition contréle

La mesure du taux de consommation d’oxygeéne est exprimée en pmol par minute. La
respiration mitochondriale par le systéme des phosphorylations oxydatives est augmentée
dans les motoneurones SOD197** de 125% en comparaison avec les motoneurones wild-type.
Analyse statistique par un test de Student, * : p < 0,05.

Le taux de consommation d’oxygene dans les motoneurones wild-type passe de 53,7 £ 9,7
pmol/min (moyenne £ SEM) en condition basale a 31,9 + 5,3 pmol/min (moyenne = SEM)
aprés application de la roténone. Dans les motoneurones SOD1®**) la consommation
d’oxygene est réduite a 43,6 = 7,5 pmol/min (moyenne + SEM) aprés ajout de la roténone
alors que sa valeur basale est a 68,3 = 10,4 pmol/min (moyenne = SEM) (Figure 27, A). En
condition de blocage du complexe III par I’antimycine, les motoneurones wild-type et
SOD19** réagissent de la méme maniére en termes de consommation d’oxygéne. En effet, le
taux moyen de la respiration mitochondriale est diminué¢ d’environ 70% dans les
motoneurones wild-type et les motoneurones SOD1%”**, La consommation d’oxygene passe
de 55,3 £ 3,2 pmol/min (moyenne = SEM) en condition basale dans les motoneurones wild-
type a 21,4 £ 3,2 pmol/min (moyenne + SEM) aprés inhibition du complexe III par

I’antimycine. Dans les motoneurones SOD19”**, le taux de consommation d’oxygéne aprés
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application d’antimycine est de 25,0 + 2,6 pmol/min (moyenne + SEM), alors qu’il était

initialement de 68,9 + 4,5 pmol/min (moyenne = SEM) en condition controle.
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Figure 27 : Taux de consommation d'oxygéne dans les motoneurones wild-type et
SOD1%%A en présence d'inhibiteurs des différents complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale

Les motoneurones wt et SOD1%** en culture réagissent de la méme mani¢re en cas de
blocage des complexes I et III de la chaine respiratoire mitochondriale respectivement par la
roténone (R, 5 uM) et I’antimycine (A, 100 uM). L’inhibition du complexe V par
I’oligomycine montre une réaction différente des motoneurones SOD1"** en comparaison
avec les motoneurones wild-type. A. La consommation d’oxygene est réduite de 40% dans les
motoneurones wild-type en cas d’inhibition du complexe I de la chaine respiratoire
mitochondriale par la roténone, et d’environ 35% dans les motoneurones SOD1°**. B. En cas
d’inhibition du complexe III de la chaine respiratoire mitochondriale par 1’antimycine, le taux
de consommation d’oxygene est diminué¢ d’environ 70% que ce soit dans les motoneurones
wild-type ou SOD19*#. C. Dans le cas de ’inhibition du complexe V par I’oligomycine (OL,
50 uM), la consommation d’oxygene est diminu¢e d’environ 60% dans les motoneurones
wild-type et de seulement 30% dans les motoneurones SOD1%**, Analyses statistiques par
des tests de Student appari€s et non-appariés. * : p < 0,05 ; ** : p<0,01 ; ***: p <0,001.

Dans le cas d’une inhibition du complexe V par 1’oligomycine, les motoneurones SOD194
semblent moins perturbés par 1’application de cette drogue que les motoneurones wild-type,
puisque leur consommation d’oxygene n’est diminuée que d’environ 30% alors que le taux de
consommation d’oxygene dans les motoneurones wild-type est réduit de 60% environ. En
effet, la consommation d’oxygéne dans les motoneurones wild-type est de 23,2 + 4,1
pmol/min (moyenne + SEM) apres application d’oligomycine alors que la valeur contrdle est

1G93A’ 1

de 54,9 £ 9,2 pmol/min (moyenne = SEM). Dans les motoneurones SOD a

consommation d’oxygene aprés application d’oligomycine est de 46,7 = 10,0 pmol/min

(moyenne + SEM) et de 68,9 + 4,5 pmol/min (moyenne + SEM) en condition controle. Ce
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. 93A
résultat montre que les motoneurones SOD¢

sont perturbés au niveau du complexe V de la
chaine respiratoire mitochondriale par rapport aux motoneurones wild-type. En effet, la
consommation d’oxygéne n’est que peu diminuée dans les motoneurones SOD1%”** en
comparaison avec les motoneurones wild-type suite a I’application d’oligomycine, ce qui
nous laisse entrevoir 1’hypothése d’un découplage partiel des motoneurones SOD19%%4

modéles de SLA.

IV - Discussion

Nous avons montré dans cette étude que la concentration intracellulaire d’ATP est

. : o G93A
significativement diminuée dans les motoneurones SODI1

en comparaison avec les
motoneurones sauvages. Paradoxalement, I’activité de la chalne respiratoire mitochondriale,
estimée par la mesure du taux de consommation d’oxygene est augmentée dans les

A
motoneurones SOD1%%

en comparaison avec les motoneurones wild-type. L’effet de
. . . . G93A

I’oligomycine sur la consommation d’oxygene dans les motoneurones SODI en

comparaison avec les motoneurones wild-type laisse entrevoir un argument d’un découplage

G93A \
1 , modéles de

partiel de la chaine respiratoire mitochondriale dans les motoneurones SOD
SLA. Le découplage partiel de la chaine respiratoire mitochondriale dans les motoneurones
SOD19* 4 lieu dés le stade embryonnaire, trés en amont des premiers symptomes de la
maladie. Les perturbations de la bioénergétique sont donc établies bien avant le

déclenchement de la maladie dans ce mode¢le murin de la sclérose latérale amyotrophique.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la concentration intracellulaire d’ATP est
réduite de 55% dans les motoneurones SOD1** en comparaison a la concentration d’ATP
intracellulaire observée dans les cultures de motoneurones wild-type. Ces résultats sont en
accord avec les travaux de Coussee et collaborateurs (Coussee et al., 2011) qui ont montré
une diminution de 40% environ de la concentration d’ATP cytosolique dans un modéle

19°7R Par ailleurs, ces auteurs ont mis en évidence

cellulaire de neuroblastomes de souris SOD
une perturbation de 1’activité du complexe I des phosphorylations oxydatives mais pas de
différence dans I’activité des complexes II, III et IV dans leur mode¢le cellulaire de la sclérose
latérale amyotrophique. Ces défauts dans 1’activité des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale ont également été retrouvés par d’autres auteurs sur des mitochondries isolées

de souris SOD1%** (Mattiazzi et al., 2002). D’autres travaux ont mis en évidence une

diminution d’activité des complexes I, II et IV de la chaine respiratoire mitochondriale chez
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des souris SOD19** & un stade symptomatique, uniquement dans la corne ventrale de la
moelle épiniere, mais pas dans la corne dorsale (Jung ef al., 2002). De plus, une étude récente
(Richardson et al., 2013) sur des lignées cellulaires motoneuronales NSC34 n’a pas mis en
¢vidence de différence significative dans la consommation d’oxygene basale des cellules
G93A en comparaison aux cellules WtSOD. Dans cette étude, nous avons mis en évidence
une suractivation de la chaine respiratoire mitochondriale en condition basale, évaluée par la
mesure de la consommation d’oxygéne dans les motoneurones SOD1%** en comparaison aux
motoneurones wild-type. L’application de différents inhibiteurs des complexes I et III n’a
permis de mettre en évidence aucune différence dans I’activité de ces différents complexes
des phosphorylations oxydatives entre les motoneurones wild-type et les motoneurones
SOD19*A. En effet, les taux de consommation d’oxygéne en condition de blocage de ces
différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale varient de facon similaire dans
les motoneurones wild-type et SOD19%*4, Cependant, cette é¢tude a permis de montrer que les
motoneurones SOD19”** répondaient de maniére différente a I’application d’un inhibiteur du
complexe V de la chaine respiratoire mitochondriale. En effet, la chaine respiratoire

93A
19%** que dans les motoneurones

consomme plus d’oxygeéne dans les motoneurones SOD
wild-type, mais cet oxygene consommé n’est pas utilisé¢ pour la production d’ATP. Il s’agit
d’un découplage partiel du systéme des phosphorylations oxydatives. En effet, 1’oxygene
consommé va servir a d’autres fonctions essentielles pour la survie des motoneurones comme
par exemple, le maintien du potentiel mitochondrial (AWm), mais ne servira pas a la
production d’ATP. Par ailleurs, les différences apparentes entre nos résultats sur I’activité¢ du
systéme des phosphorylations oxydatives et les études antérieures peuvent étre imputables
tout d’abord a la tranche d’age des souris étudiées. En effet, différentes études utilisent des
souris a un stade symptomatique (apreés quatorze semaines) (Jung ef al., 2002; Mattiazzi et al.,
2002). Par ailleurs, les méthodes d’étude de I’activité des différents complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale sont tres différentes. Dans notre étude, nous mesurons la
consommation d’oxygene sur les cultures de motoneurones alors que d’autres auteurs utilisent
des préparations de mitochondries isolées (Coussee et al., 2011). Ces auteurs proposent que la
diminution d’ATP cytosolique soit induite par la baisse de la capture mitochondriale de
calcium (Caz+), ce qui aurait pour conséquence d’altérer 1’activité du complexe I de la chaine
respiratoire et donc de limiter la production d’ATP intracellulaire global. Enfin, une étude
récente sur des cellules portant la mutation VCP, responsable de 1 & 2% des cas familiaux de

SLA, montre que le niveau d’ATP est diminué¢, avec une augmentation de la consommation
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mitochondriale d’oxygéne, et une diminution du potentiel de membrane mitochondrial. Les
auteurs montrent qu’il existe un découplage mitochondrial dans ce modéle, le rendant
vulnérable a une forte demande énergétique (Bartolome et al., 2013).

Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude montrent dans un premier temps que la
concentration d’ATP intracellulaire est fortement diminuée dans une population de
motoneurones embryonnaires SOD1** en culture en comparaison a des motoneurones wild-
type. Par ailleurs, la voie de production majeure d’ATP dans ces cultures cellulaires est le
systeme des phosphorylations oxydatives localis¢ dans les mitochondries. Contrairement a ce
a quoi nous pourrions nous attendre, la diminution de la concentration cytosolique d’ATP
n’est pas due a une diminution de ’activité de la chaine respiratoire mitochondriale, mais au
contraire, cette derniére consomme plus d’oxygene. Cependant, cette consommation
d’oxygéne ne sert manifestement pas a produire de I’ATP, ce qui nous fait proposer

I’hypothése d’un découplage partiel mitochondrial dans les motoneurones SOD19%%4

en
culture en comparaison a leurs homologues wild-type. Nous nous sommes donc intéressés par
la suite aux mécanismes de découplage qui seraient utilisés par les motoneurones SOD1°4,

modéles de la SLA.

129



Chapitre I1

Mécanismes du découplage dans les motoneurones SOD1
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I — Introduction

Nous avons vu dans le chapitre précédent que les motoneurones SOD1%** étaient
partiellement découplés en comparaison avec les motoneurones sauvages. Ceci a donc orienté
notre étude sur les protéines UCPs. Ce sont des protéines de découplage endogenes, liées a la
résistance au stress oxydatif, aux fonctions mitochondriales et in fine, a la survie cellulaire.
Les premiéres études dans le tissu adipeux brun, tissu spécialisé dans la régulation de la
thermogénese, ont permis de mettre en évidence que la production de chaleur est due a une
activité régulée et a la syntheése d’un transporteur particulier de protons dans la membrane
interne des mitochondries de ce tissu, la protéine de découplage 1 (« Uncoupling Protein 1 »
ou UCP1)(Pecqueur et al., 2001). Les autres protéines UCPs, UCP2, UCP3 et UCP4 ont été
identifi¢es par leurs homologies avec UCPI1. Des ¢études antérieures ont montré que le géne
UCP2 jouait un rdle dans la limitation des ROS ainsi que dans la réponse immunitaire dont les
médiateurs sont les macrophages (Arsenijevic et al., 2000). De plus, ces auteurs ont mis en
évidence qu’il existait un mécanisme de régulation entre les niveaux d’ARNm d’UCP1 et
d’UCP2, a savoir qu’il y a une augmentation du niveau d’ARNm d’UCP1 dans le tissu
adipeux en proportion inverse a la diminution du niveau d’expression d’UCP2. Inversement,
cette régulation avait ét¢ mise en évidence dans I’autre sens, avec une augmentation du niveau
d’ARNm d’UCP2 dans des souris déficientes pour UCP1 (McGoldrick et al., 2013). Par
ailleurs, il a été postulé qu’un léger découplage de la respiration par les UCPs pourrait réguler
la production de ROS en modulant les fuites de protons a travers la membrane mitochondriale
interne (Nicholls & Budd, 2000). De plus, une diminution du niveau d’ARNm d’UCP2 est
associée a une stimulation de la production de ROS et une augmentation du niveau d’ARNm
d’UCP2 semble contrer 1’augmentation des ROS. UCP2 est actif dans la régulation de la
production des ROS et joue un role de défenseur antioxydant (Arsenijevic et al., 2000). Enfin,
il a été mis en évidence que les mitochondries des muscles squelettiques des souris modeles
de SLA sont plus découplées que celles de leurs homologues wild-type (Dupuis et al., 2003).
Les niveaux d’ARNm et de protéines des UCPs sont régulés par le niveau de stress oxydatif,
ce qui supporte I’hypothese que les mitochondries des souris SOD1 gagnent un effet toxique
par une fonction catalytique aberrante conduisant a la production de radicaux libres. En

G93A
1

d’autres termes, les cellules SOD se trouveraient devant un dilemme ou 1’excés de ROS

aurait un effet de feedback négatif sur la production d’ATP. Produire de I’ATP en quantité ou
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limiter la production de ROS semble étre un équilibre difficile a trouver, ce qui conduirait a
une fragilité et une susceptibilité particulicre a tout stress énergétique.

Dans ce contexte, le but de cette étude a été¢ d’évaluer les niveaux protéiques et d’ARNm des
protéines UCPs dans les cultures primaires de motoneurones embryonnaires de souris
SOD19%*4 et wild-type. Nous avons également mesuré la concentration d’ATP intracellulaire
globale en présence d’un découplant de la chaine respiratoire mitochondriale dans ces mémes
cultures, pour confirmer notre hypothése d’un découplage partiel des mitochondries

motoneuronales dans un modéle cellulaire de SLA.

II — Les protéines de découplages UCPs sont perturbées dans les motoneurones

Les résultats ci-dessous ont été obtenus a partir de cultures primaires de motoneurones

1992 Les cellules ont été ensemencées a 50 000

embryonnaires de souris wild-type et SOD
motoneurones par puits et récoltées apres huit jours d’incubation a 37°C et 5% de CO, pour
les expériences de western blot et de qPCR.

Nous avons cherché a voir comment évoluaient les niveaux d’ARNm des protéines de
découplage UCPs. Nous avons mesuré¢ le niveau d’expression des geénes, basée sur une
quantification relative par le calcul du facteur de variation (Fold Change, FC), entre les
différentes conditions, calcul basé sur la méthode du 2AACt (Figure 28). Nous avons mis en
¢vidence qu’il y a une augmentation significative de I’expression des ARNm d’UCP1 dans les

A
motoneurones SOD1%%

(1,59 £ 0,003 ; moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 3) en
comparaison aux motoneurones wild-type (1,01 +0,07 ; moyenne + erreur standard a la
moyenne, n = 4). Par ailleurs, le niveau d’expression des ARNm d’UCP2 est statistiquement

S, GY3A
diminué dans les motoneurones SOD1

(0,51 £0,02 ; moyenne =+ erreur standard a la
moyenne, n = 3) a environ la moiti¢ du niveau observé dans les motoneurones wild-type (1,01
+ 0,08 ; moyenne * erreur standard a la moyenne, n = 4). Nous observons ¢galement que le
niveau d’expression d’UCP3 est environ trois fois et demi plus important dans les

G93A
motoneurones SOD1

(3,66 £ 0,41 ; moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 3) en
comparaison avec les motoneurones wild-type (1,08 + 0,22 ; moyenne + erreur standard a la
moyenne, n = 4). Enfin, le niveau d’expression d’UCP4 n’est pas modifi¢ dans les

G93A
motoneurones SOD1

(1,22 £ 0,17 ; moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 3) en
comparaison avec les motoneurones wild-type (1,03 + 0,11 ; moyenne + erreur standard a la
moyenne, n = 4).
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Figure 28 : Niveaux d'expression en ARNm des UCPs dans les motoneurones wild-type
et SOD1%%A

Le niveau d’expression des ARNm des protéines UCPs est exprimé en facteur de variation ou
fold change. Le niveau d’expression des ARNm d’UCP1 et d’UCP3 est statistiquement
augmenté dans les motoneurones SOD19** en comparaison avec les motoneurones wild-
type. Le niveau d’expression des ARNm d’UCP2 est diminué¢ dans les motoneurones
SOD1°** en comparaison avec les motoneurones wild-type. Quant au niveau d’expression
d’UCP4, il n’est pas modifié dans les motoneurones SOD19”** en comparaison aux
motoneurones wild-type. Analyses statistiques par test de Student. * : p < 0,05 ; ** : p<0,01.

L’¢étude du niveau protéique d’UCP2 montre que la densité protéique est trés fortement

. G93A
augmentée dans les motoneurones SOD1

en comparaison avec les motoneurones wild-
type. En effet, la densité protéique normalisée par rapport a la quantité totale de protéines est
augmentée de 0,05 + 0,01 (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 11) dans les

motoneurones wild-type a 0,38 + 0,06 (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 7) dans
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Résultats

1994 La quantit¢ de protéines UCP2 est environ 8 fois plus

les motoneurones SOD
importante dans les cultures de motoneurones SOD19”* que dans les cultures de

motoneurones wild-type (Figure 29).
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Figure 29 : Niveaux d'expression en protéines de découplage UCPs dans les
motoneurones wild-type et SOD1%%A

Dans les motoneurones SOD1°”*) le niveau d’expression de la protéine UCP2 est
significativement augmenté en comparaison avec le niveau d’expression d’UCP2 dans les
motoneurones wild-type. A. Histogramme représentant la densit¢ de protéines UCP2 par
rapport a la quantité totale de protéines dans les échantillons. La concentration protéique
d’UCP2 est environ 8 fois plus importante dans les motoneurones SOD19”** que celle
mesurée dans les motoneurones wild-type. Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur
standard a la moyenne. Analyse statistique par un test de Student. B. Gel de western blot des
protéines des cultures de motoneurones wild-type. La fléche rouge indique la bande
correspondant a la protéine UCP2. C. Gel de western blot des protéines des cultures de
motoneurones SOD19%**, La fléche rouge indique la bande correspondant  la protéine UCP2.

G93A

II1 — La concentration intracellulaire d’ATP des motoneurones SOD1 n’est

pas modifiée en présence d’un découplant de la chaine respiratoire

Nous avons ensuite étudié comment évoluait la concentration d’ATP intracellulaire dans les

93A
motoneurones SOD1°

suite a I’application d’un découplant, en comparaison avec les
motoneurones wild-type (Figure 30). Les motoneurones en culture ont été soumis a I’action
d’un découplant exogene de la chaine respiratoire mitochondriale, le FCCP (Carbonyl
cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone), a une concentration de 6 uM. Dans le cas

d’un découplage de la chaine respiratoire mitochondriale, la concentration d’ATP est
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fortement réduite dans les motoneurones wild-type, de 27,6 £ 4,0 pmol (moyenne + erreur
standard a la moyenne, n = 14) a 7,7 + 1,7 pmol (moyenne + erreur standard a la moyenne, n
= 3). Dans les motoneurones SOD1%”** en culture, le FCCP ne semble pas avoir d’effet sur la
concentration intracellulaire d’ATP, la concentration d’ATP étant de 12,9 £ 1,1 pmol
(moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 3) apres application de FCCP contre a 12,2 +
2,4 pmol (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 12) en condition contrdle. Ce résultat
confirme I’hypothése d’un découplage partiel de la chaine respiratoire mitochondriale,
I’application d’un découplant exogeéne étant sans effet car la chaine respiratoire des
motoneurones SOD19** est déja découplée par les découplants endogenes UCP1, UCP2 et

UCP3.
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Figure 30 : Concentration intracellulaire d'ATP en présence d'un découplant

La concentration intracellulaire d’ATP est significativement diminuée de 72% dans les
motoneurones wild-type en présence d’un découplant de la chaine respiratoire mitochondriale,
le FCCP (Carbonyl -cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone). La concentration
intracellulaire d’ATP n’est pas modifiée dans les motoneurones SOD1°”** en présence de
FCCP. Analyse statistique par un t-test de Student apparié. * : p < 0,05 ; ** : p <0,01.

135



IV - Discussion

Dans ce chapitre, nous avons montré que le découplage de la chaine respiratoire
mitochondriale passe par les protéines UCPs. En effet, les niveaux en ARNm et en protéines

G93A
1

des UCPs sont modifiés dans les motoneurones SOD en comparaison avec les

motoneurones sauvages. Il semblerait que ce soit principalement UCP3 qui joue un role

1994 En effet, son

prédominent dans le découplage mitochondrial des motoneurones SOD
niveau d’expression en ARNm est augmenté d’environ trois fois et demie dans notre modele
murin de SLA en comparaison a des souris wild-type. Ces résultats sont en accord avec les
données de Dupuis et collaborateurs (Dupuis et al., 2003), sur des muscles de souris
SOD1%%® symptomatiques a quatre-vingt dix jours. De plus, ces auteurs ont mis en évidence
une augmentation du niveau d’ARNm d’UCP2 a cent cinq jours dans le muscle
gastrocnemius. Notre étude quant a elle s’est intéressée essentiellement aux motoneurones de
la moelle épiniére a un stade embryonnaire, trés en amont des premiers symptomes. Nous
avons mis en évidence que la régulation des protéines UCPs était perturbée bien avant les
prémisses de la maladie. En effet, les niveaux d’ARNm d’UCP1 et d’UCP3 sont augmentés
des le stade embryonnaire, alors que le niveau d’ARNm d’UCP2 est diminué. Notons par
ailleurs que le niveau protéique d’UCP2 est augmenté, alors que son niveau d’ARNm est
diminué. Cette divergence entre le contenu en protéines et en ARNm a été précédemment mis
en évidence, car les UCPs sont régulés au niveau transcriptionnel mais aussi au niveau de leur
activité¢ (Pecqueur et al., 2001). La protéine UCP1 découple la respiration en dissipant le
gradient mitochondrial de protons et fonctionne comme un systéme de fuite de protons, non
couplé a un processus consommateur d’énergie. Par ailleurs, UCP2 et UCP3 peuvent
découpler la respiration par des systémes recombinants. De plus, UCP3, de part son activité

de découplage, peut limiter la production d’especes oxygene réactives.
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Chapitre 111

Les conséquences du découplage dans les motoneurones SOD
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I — Introduction

Dans les chapitres précédents, nous avons mis en évidence dans notre modele murin de SLA,
qu’il existe un découplage partiel de la chaine respiratoire mitochondriale, dont les protéines
UCPs, et notamment UCP3 servent d’intermédiaires. Ce découplage partiel mitochondrial a
comme conséquence une moindre disponibilité intracellulaire d’ATP, carburant cellulaire. Ce
déficit énergétique peut avoir des conséquences majeures dans les motoneurones, cellules tres
demandeuses en énergie, de part leur activité électrique importante et leur grande taille. Des
¢tudes antérieures ont mis en évidence qu’il n’existait pas de différence dans le potentiel de
membrane, dans la conductance d’entrée, dans les formes des potentiels d’action et des

G93A
1

hyperpolarisations dans les motoneurones SOD en comparaison aux motoneurones

controles (Kuo et al., 2004). Ces auteurs ont mis en évidence que seule la relation entre la

fréquence de décharge en fonction du courant injecté (relation I-f) était altérée dans les

G93A
motoneurones SODI1 .

G93A
1

IIs ont démontré que I’augmentation de 1’excitabilité des
motoneurones SOD n’était pas due aux seules propriétés synaptiques spontanées. Ces
auteurs ont par la suite confirmé qu’il n’y avait pas de changements des propriétés passives

des motoneurones SOD1%%%4

en culture (Kuo ef al., 2005). Cependant, Kuo et collaborateurs
ont mis en évidence une augmentation significative du courant sodique persistant dans les
motoneurones SOD19”**, D’autres auteurs ont montré que la fréquence de décharge est

augmentée et que la durée de décharge est diminuée dans les motoneurones SOD19%#

en
comparaison aux motoneurones wild-type en condition de stimulation par différentes
intensités de courant. Par ailleurs, les propriétés passives des neurones SODI1** sont
équivalentes a celles observées dans les motoneurones wild-type (Pieri et al., 2003). Quelques
années plus tard, ces mémes auteurs ont montré que le seuil de déclenchement du potentiel
d’action ainsi que le moment du premier potentiel d’action diminuent significativement et que

la fréquence de décharge des motoneurones SOD1%*4

est augmentée en comparaison avec les
motoneurones controles. L’analyse des courant sodiques voltage-dépendant montre que le
courant sodique rapide transitoire n’est pas affecté par la mutation SOD1°”** alors que le
courant sodique persistant est significativement augmenté dans les neurones mutés (Pieri et
al., 2009). Ces perturbations de la composante persistante du courant sodique avaient
précédemment été mises en évidences dans des cultures de moelles épinieres de souris
présymptomatiques (Kuo et al., 2005). Enfin, en 2012, Pieri et collaborateurs ont montré que

1G93A

les motoneurones SOD présentaient un exces d’expression des canaux calciques de type
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N dans les neurones corticaux SOD19”** ce qui induit une mortalité plus élevée suite a la
dépolarisation de la membrane (Pieri ef al., 2012).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux propriétés passives des motoneurones
SOD1%** en comparaison a des motoneurones sauvages, aprés trois a quatre semaines de
culture. Nous nous sommes ¢également intéressés au comportement ¢lectrique des
motoneurones SOD19%** et wild-type en condition de blocage des certains complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale. Enfin, nous avons mesuré la concentration intracellulaire
d’ATP ainsi que P’activité¢ de la chaine respiratoire mitochondriale des motoneurones wild-
type et SOD1%%*# en condition d’activation de I’activité, et donc de la demande en ATP, par
I’application exogeéne de KCl.

GI93A

II — L’activité électrique spontanée des motoneurones SOD1 embryonnaires

n’est pas perturbée

Les résultats présentés ci-aprés ont été obtenus sur des cultures cellulaires primaires de
motoneurones issus de moelles ¢épinieres de souris a un stade embryonnaire.
L’ensemencement des cellules a été fait sur des petites boites de Pétri a une densité de cent
milles cellules par boite. Les cultures sont utilisées entre vingt-et-un et trente-cing jours
d’incubation a 37°C et 5% de CO,. Les motoneurones sont identifiés par fluorescence a 1’aide
du marquage GFP sous le promoteur HB9.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéress€s aux propriétés électrophysiologiques

des motoneurones SOD1%%**

en comparaison avec des motoneurones wild-type. Nous avons
¢tudi¢ différents parametres : le potentiel membranaire de repos, la résistance membranaire
cellulaire, la fréquence de décharge spontanée ainsi que la courant nécessaire a injecter pour
déclencher un potentiel d’action. Nous avons également mesuré la résistance de 1’électrode
(Tableau 8). Dans un premier temps, nous pouvons dire que les électrodes utilisées pour

empaler les motoneurones wild-type et SOD19%*4

sont équivalentes, puisque leurs résistances
ne sont pas différentes. En effet, la résistance moyenne des électrodes ayant servies a empaler
les motoneurones wild-type est de 147 + 5,4 MQ (moyenne + erreur standard a la moyenne, n
= 29) et la résistance moyenne des ¢lectrodes utilisées pour sharper les motoneurones
SOD19%* est de 149 + 4,9 MQ (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 46). Par
ailleurs, sur I’ensemble des motoneurones empalés, nous n’avons pas mis en évidence de
différence du potentiel membranaire de repos des motoneurones SOD1%”** en comparaison

aux motoneurones wild-type. En effet, le potentiel membranaire des motoneurones SOD19%**
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est de -63,7 £ 1,6 mV (moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 35) et celui des
motoneurones wild-type de -64,2 £ 2,3 mV (moyenne + erreur standard a la moyenne, n =
21). Les motoneurones SODI1** semblent trés légérement dépolarisés par rapport aux
motoneurones sauvages. De plus, la fréquence de décharge spontanée des motoneurones
SOD19*4 p’est pas modifiée 8,7 + 1,1 Hz (moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 36)
par rapport a la fréquence de décharge spontanée des motoneurones wild-type 8,6 = 1,2
(moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 19). D’autre part, le courant nécessaire
d’injecter pour le déclenchement d’un potentiel d’action (PA) n’est pas différent dans les
motoneurones wild-type 129,2 + 30,5 pA (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 7) et
SOD19"* 147,6 + 17,4 pA (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 7). Seule la

G93A
1

résistance membranaire semble perturbée dans les motoneurones SOD empalés en

comparaison aux motoneurones wild-type. En effet, la résistance membranaire est

. . .. , 93A
significativement diminuée dans les motoneurones SOD1¢

a 65 +£ 6 MQ (moyenne + erreur
standard a la moyenne, n = 14) en comparaison aux motoneurones wild-type dont la

résistance membranaire est de 92 + 11 MQ (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 13).

Wt SOD1%**
n 21 35
Potentiel membranaire de repos (mV) -64,2+23 -63,7+1,6
Résistance membranaire (MQ) 92+11 65 + 6*
Fréquence de décharge (Hz) 8,612 8,7+1,1
Résistance électrode (MQ) 147+ 5.4 149+ 4.9
Courant a injecter pour déclenchement de PA (pA) 129,2 + 30,5 147,6 £ 17,4

Tableau 8 : Principales propriétés électriques des motoneurones de moelle épiniére de
souris wild-type et SOD1%%*A en culture

Les motoneurones sont identifi€és par fluorescence. Les enregistrements s’effectuent vingt a
trente-cinq jours apres ensemencement (20 — 30 Days In Vitro, DIV). Les parametres sont
présentés en moyenne + erreur standard a la moyenne, n étant le nombre de motoneurones. * :
p <0,05. Analyses statistiques par t-test de Student.

La relation courant-potentiel des motoneurones SOD1** est modifiée par rapport a celle des
motoneurones wild-type (Figure 31). En effet, il faut injecter moins de courant dans les

93A
motoneurones SOD1¢

pour obtenir la méme dépolarisation que des les motoneurones wild-
type. Par ailleurs, par 1’équation U=RI (U en Volt, R en Q et I en Ampere), il est possible de

calculer la résistance membranaire des motoneurones.
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Figure 31 : Propriétés basales des motoneurones wild-type et SOD1%%3A

Caractéristiques ¢électrophysiologiques spontanées des motoneurones wild-type et SOD1%"4
apres vingt-cing a trente jours de culture. A. La relation courant-potentiel des motoneurones
SOD1%"** (en rouge) est plus dépolarisée que celle des motoneurones wild-type (en bleu) tout
en lui restant paralléle. Les motoneurones SOD1%** sont plus dépolarisés que les
motoneurones wild-type pour un méme courant injecté. B. Activité électrique spontanée des
motoneurones wild-type (en haut) et SOD19”** (en bas) des motoneurones embryonnaires
aprés vingt-cinq a trente jours de culture. Les encadrés a droite des tracés électriques
correspondent a des agrandissements de la partie des tracés surplombés d’une étoile rouge. C.
Histogramme de la fréquence de décharge spontanée des motoneurones wild-type et
SOD19®* aprés trois a quatre semaines de culture. La fréquence de décharge des
motoneurones SOD19”** n’est pas modifiée par rapport a celle des motoneurones sauvages.
Analyses statistiques par des test de Student ; ns : non significatif ; * : p < 0,05.
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En effet, R=U/I. La résistance membranaire des motoneurones ainsi calculée montre qu’elle
est moindre dans les motoneurones SOD19”*4, 65 + 6 MQ (moyenne = erreur standard a la
moyenne, n = 14) en comparaison avec les motoneurones wild-type, 92 = 11 MQ (moyenne +
erreur standard a la moyenne, n = 13) (Figure 31, A).

Lorsque nous nous intéressons au profil de décharge des motoneurones wild-type et
SOD1°*4, nous n’observons pas de différence majeure dans ce paramétre entre ces deux
populations (Figure 31, B). Effectivement, le profil de décharge spontané des motoneurones

G93A
1

wild-type et SOD n’est pas modifi¢. La forme, ’amplitude et la fréquence de décharge

1G93A

Figure 31) des potentiels d’action ne sont pas altérés dans les motoneurones SOD en

comparaison avec les motoneurones wild-type.
Dans cette étude, nous n’avons pas vu de différence quant a la résistance des ¢électrodes, au
potentiel membranaire de repos, au courant a injecter pour le déclenchement d’un potentiel

1G93A

d’action, et a la fréquence de décharge spontanée des motoneurones SOD en

comparaison avec des motoneurones wild-type. Les seuls paramétres modifiés dans les

G93A
1

motoneurones SOD en comparaison avec les motoneurones wild-type sont la relation

courant-potentiel et la résistance membranaire des cellules.

I — L’activité électrique des motoneurones SOD1°”*2 n’est que peu modifiée

en condition de blocage des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale

Par la suite, nous avons cherché & voir comment réagissent les motoneurones SOD197** en
condition de blocage de différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale en
comparaison avec les motoneurones wild-type. Dans cette étude, nous avons appliqué les
inhibiteurs des complexes III (antimycine, A, a 100 uM) et V (oligomycine, OL, a 50 uM)
dans le milieu de perfusion, en circuit ouvert. Les drogues sont appliquées entre vingt et trente
minutes, et les cellules en culture sont ensuite rincées avec de I’ACSF. Les motoneurones
empalés sont identifiés grace au marquage fluorescent GFP sous le promoteur HB9.

Dans les motoneurones wild-type, 1’oligomycine (Figure 32) appliquée a 50 uM va avoir
comme effet d’augmenter la fréquence de décharge, de 7,1 + 1,2 Hz (moyenne =+ erreur
standard a la moyenne, n = 3) a 9,4 + 2,1 Hz (moyenne + erreur standard a la moyenne, n =
3). L’augmentation n’est cependant pas significative. Dans les motoneurones SOD1%*,

I’oligomycine ne va pas augmenter la fréquence de décharge.

142



Oligomycine

Wt
40mV m
55mY-- o b
: 10mV :
snaernett PR, is
rw‘"\ N
_Jromv
0.1s
SOD Oligomycine
vSGm'/_-- ‘
65mV --- ‘ ‘  _ome
_Jsmv
Is
C ‘I wt [l SOD c:contréle OL:oligomycine C2 C3
16 4 = 20 -
_ C oo C o z
N D - -
T 144 @
B N B &
S 121 @ 15
o
E 10 -[ -20 o E
© v
v £
HER R s g
s = =
T &4 = -0 4 o
e = | 2
P o4 >
w _L o S 1
24 -50 4 e 5
3 3 X
©
>

-30 -

Figure 32

o
1

Résultats

10mv

aa )
_]10mv
02s

_|smv
s

ns

4

oligomycine

Caractéristiques électrophysiologiques des motoneurones wild-type et

SOD1%%2 sous I'action de 1’olicomycine

Caractéristiques électrophysiologiques des motoneurones wild-type et SOD

1994 empalés

apres trois a quatre semaines de culture, aprés application d’un inhibiteur du complexe V de la
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chaine respiratoire, I’oligomycine, a 50 uM. A. Profil de décharge des motoneurones wild-
type avant et pendant I’application d’oligomycine. B. Profil de décharge des motoneurones
SOD1%* avant et pendant 1’application d’oligomycine. C. Histogrammes d’analyse des
paramétres des motoneurones. C1. Fréquence de décharge des motoneurones wild-type et
SOD19* avant et pendant application d’oligomycine. La fréquence de décharge des
motoneurones wild-type est augmentée (mais de manic¢re non significative) aprés action de
I’oligomycine. Il n’y a pas de différence de la fréquence de décharge des motoneurones
SOD19%4 apres application d’oligomycine. C2. Le potentiel membranaire est statistiquement
diminué dans les motoneurones SOD1%”** aprés application d’oligomycine, contrairement a
ce qui est observé dans les motoneurones wild-type. C3. La variation du potentiel
membranaire avant et aprés application d’oligomycine des motoneurones SOD1%** n’est pas
statistiquement différente de celle des motoneurones wild-type. Analyses statistiques par des
tests de Student, appariés et non-appariés ; ns : non significatif ; *** : p <0,001.

En effet, sous I’action de I’oligomycine, la fréquence de décharge est de 7,5 = 1,1 Hz
(moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 6) alors qu’elle est a 8,2 + 2,0 Hz (moyenne *
erreur standard a la moyenne, n = 6) avant 1’application de I’inhibiteur du complexe V.

Nous remarquons un effet inverse de 1’oligomycine sur la fréquence de décharge spontanée
des motoneurones SOD1"** en culture, en comparaison aux motoneurones wild-type.
Cependant, ces différences n’étant pas significatives, il ne s’agit que de tendances observées.
Par ailleurs, le potentiel membranaire avant et pendant l’application d’oligomycine est
significativement dépolarisé dans les motoneurones SOD19%*4, passant de -64 = 3,0 mV
(moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 15) a -53 * 4,1 mV (moyenne + erreur standard
a la moyenne, n = 15). Dans les motoneurones wild-type, la dépolarisation observée suite a
I’application d’oligomycine n’est pas significative. Sous I’action de I’inhibiteur du complexe
V, le potentiel membranaire cellulaire est de -49 + 5,2 mV (moyenne * erreur standard a la
moyenne, n = 3) alors que sa valeur en condition basale est de -55 = 2,3 mV (moyenne *
erreur standard a la moyenne, n = 3). Par ailleurs, la variation du potentiel membranaire avant
et pendant I’application d’oligomycine semble plus importante dans les motoneurones
SOD1%# (13,1 + 2,1 mV ; moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 14) en comparaison
aux motoneurones wild-type (8,5 = 3,5 mV ; moyenne = erreur standard a la moyenne, n = 4),
mais il ne s’agit que d’une tendance non significative.

- . T G93A
Nous avons ensuite regardé la réaction des motoneurones SODI1

en comparaison aux
motoneurones wild-type lors de I’application d’antimycine, inhibiteur du complexe III des
phosphorylations oxydatives (Figure 33). Tout d’abord, nous voyons que la fréquence de
décharge des motoneurones wild-type n’est pas significativement modifiée apres action de

I’antimycine.
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Résultats
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Figure 33 : Caractéristiques électrophysiologiques des motoneurones wild-type et

SOD1%%2 sous I'action de I’antimycine

Caractéristiques électrophysiologiques des motoneurones wild-type et SOD1°”** empalés
apres trois a quatre semaines de culture, aprés application d’un inhibiteur du complexe III de
la chaine respiratoire, I’antimycine, a 100 uM. A. Profil de décharge des motoneurones wild-

145



type avant et pendant 1’application d’antimycine. B. Profil de décharge des motoneurones
SOD19®* avant et pendant I’application d’antimycine. C. Histogrammes d’analyse des
parametres des motoneurones. C1. Fréquence de décharge des motoneurones wild-type et
SOD19®* avant et pendant application d’antimycine. La fréquence de décharge des
motoneurones wild-type n’est pas modifiée aprés action de I’antimycine. La fréquence de
décharge des motoneurones SOD19** est augmentée (mais de maniére non significative)
apres application d’antimycine. C2. Le potentiel membranaire est diminué (non
significativement) dans les motoneurones SODI1** et wild-type aprés application
d’antimycine. C3. La variation du potentiel membranaire avant et aprés application
d’antimycine des motoneurones SOD1** n’est pas statistiquement différente de celle des
motoneurones wild-type. Analyses statistiques par des tests de Student, appariés et non-
appariés ; ns : non significatif.

En effet, la fréquence de décharge est de 12,6 + 3,3 Hz (moyenne + erreur standard a la
moyenne, n = 3) avant application d’antimycine et de 12,6 + 5,0 Hz (moyenne =+ erreur
standard a la moyenne, n = 3) aprés action de I’inhibiteur. Remarquons cependant que
I’échantillon n’est que de trois individus, ce qui peut lisser certains effets.

Dans le cas des motoneurones SOD19*#, la fréquence de décharge des motoneurones est
augmentée mais de manicre non significative.

Avant application d’antimycine, la fréquence de décharge est de 4,0 + 0,9 Hz (moyenne *
erreur standard a la moyenne, n = 3) et elle est augmentée a 7,0 = 0,5 Hz (moyenne * erreur
standard a la moyenne, n = 3) aprés ajout d’antimycine dans le liquide de perfusion. Lorsque
nous regardons la variation du potentiel membranaire, avant et pendant application de
I’inhibiteur du complexe III, nous remarquons que les motoneurones wild-type et SOD19%*4
réagissent de la méme manicre. En effet, la dépolarisation des motoneurones wild-type apres
ajout d’antimycine est de 16,3 + 5,9 mV (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 3) et
celle des motoneurones SOD1* est de 14,3 = 1,3 mV (moyenne = erreur standard a la
moyenne, n = 3). Le potentiel membranaire des motoneurones wild-type passe de -61 + 8§ mV
(moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 3) avant application d’antimycine a -44 + 3 mV
(moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 3) aprés application de I’inhibiteur. Dans les
motoneurones SOD19%*#, le potentiel membranaire est dépolarisé & -40,5 + 9,5 mV (moyenne
+ erreur standard a la moyenne, n = 3) apres action de ’antimycine, alors que sa valeur
controle est de -55,5 = 7,5 mV (moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 3). Cependant,

notons que du fait du faible nombre d’échantillons, les résultats ne sont pas significatifs. Il ne

s’agit que de tendances.
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Nous avons ensuite étudié la réaction des motoneurones SOD1°

en comparaison aux
motoneurones wild-type en terme de concentration intracellulaire d’ATP et de respiration

mitochondriale sous 1’effet d’un activateur exogene de I’activité électrique, le KCL

IV — Perte de I’homéostasie énergétique face a une augmentation de la demande

Dans cette étude, nous travaillons sur des populations de 20 000 et 50 000 motoneurones.
Pour les expériences de concentration intracellulaire d’ATP, les expériences sont réalisées
apres huit a dix jours de culture, et pour ce qui est de la consommation d’oxygene, les
expérimentations sont réalisées aprés un a trois jours in vitro.

Dans un premier temps, nous voyons que la concentration d’ATP intracellulaire est moins
impactée par la présence d’un activateur exogéne dans les motoneurones SOD1%** que dans

les motoneurones wild-type (Figure 34, A). En effet, la concentration intracellulaire d’ATP

+

est diminuée d’environ 88% dans les motoneurones wild-type passant de 27,6 = 4,0 pmol
(moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 14) en condition basale a 3,2 + 1,0 pmol
(moyenne = erreur standard a la moyenne, n = 7) aprés application de KCI. Dans les
motoneurones SOD19%*4, I’application de KCI ne diminue la concentration intracellulaire
d’ATP que de 73 % environ. En effet, la concentration intracellulaire d’ATP apres action du
KCl est de 3,3 = 1,0 pmol (moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 7) en comparaison a
la valeur basale de 12,2 + 2,4 pmol (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 12).

Lorsque I’on s’intéresse a 1’activité de la chaine respiratoire mitochondriale par la mesure du
taux de consommation d’oxygéne, on remarque que dans les motoneurones SOD19%*% les
mitochondries sont incapables d’augmenter leur activité pour répondre a une augmentation de
I’activité synaptique, alors que les mitochondries des motoneurones wild-type augmentent
leur activité pour répondre a la hausse d’activité, ce qui augmente la demande en ATP (Figure
34, B). En effet, dans les motoneurones wild-type, la consommation d’oxygéne est augmentée
a 73,7 = 3,8 pmol/min (moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 8) en comparaison de la
valeur basale, 47,8 + 6,1 pmol/min (moyenne + erreur standard a la moyenne, n = 8). Dans les
motoneurones SOD1%*#, la valeur de consommation d’oxygene en réponse a ’application de
KCI est trés proche de la valeur contrdle. Effectivement, en réponse au KCl, le taux de

. \ G93A
consommation d’oxygeéne dans les motoneurones SODI1

est de 68,8 + 9,6 pmol/min
(moyenne =+ erreur standard a la moyenne, n = 8) et le taux de consommation basal d’oxygene
dans ces mémes cellules est de 67,8 = 11,3 pmol/min (moyenne =+ erreur standard a la

moyenne, n = 8). Les mitochondries des motoneurones SOD1%"* sont incapables
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ATP (pmol)

d’augmenter leur activité en fonction de la demande, ce qui confirme I’hypotheése d’un
découplage partiel des mitochondries des motoneurones de moelles €piniéres dans ce modele

murin de la maladie, trés en amont des premiers symptomes.
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Figure 34 : Concentration intracellulaire d'ATP et consommation d'oxygéne dans les
motoneurones wild-type et SOD1%%*A en cas d'activation avec du KCI1

A. La concentration intracellulaire d’ATP en présence d’un activateur synaptique est
exprimée en pmol. La concentration d’ATP en présence de KCI dans les motoneurones wild-
type est diminuée d’environ 88% par rapport a la concentration intracellulaire d’ATP en
condition basale. Dans les motoneurones SODIG%A, la concentration d’ATP intracellulaire est
¢galement diminuée par rapport au contréle en condition basale, mais en moins forte
proportion (70%). B. La consommation d’oxygene mitochondrial en présence de KCI est
exprimée en pmol par minute. En présence de KCl, les motoneurones wild-type sont capables
d’augmenter leur respiration (155% de la valeur contrdle), pour adapter leur production
d’ATP, alors que les motoneurones SOD19”** en sont incapables. Analyses statistiques par
des test de Student appariés et non-appariés. * : p < 0,05 ; **: p <0,01 ; *** : p<0,001.

V - Discussion

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence que les propriétés électriques spontanées des
A s .
motoneurones SOD19** ne sont pas modifiées au stade embryonnaire dans des cultures

primaires de motoneurones. En effet, le potentiel de membrane des motoneurones SOD19%%4
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n’est pas différent de celui observé pour les motoneurones wild-type. De plus, nous n’avons
pas mis en évidence de différence dans la fréquence de décharge spontanée des motoneurones
SOD19* aprés trois 4 quatre semaines de culture en comparaison avec les motoneurones
wild-type. Ces résultats sont en accord avec les données obtenues par Kuo et collaborateurs
(Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004; Kuo et al., 2005). De plus, le profil de décharge des
motoneurones wild-type et SOD1%"*# est similaire. Le seul paramétre électrique spontané

G93A L . ,
1 est la résistance d’entrée dans les motoneurones en

perturb¢é dans les motoneurones SOD
comparaison aux motoneurones wild-type. En effet, la résistance d’entrée est plus faible dans
les motoneurones wild-type, ce qui fait que la dépolarisation est plus importante pour un
méme courant injecté en comparaison aux motoneurones sauvages. Par ailleurs, nous n’avons
mis en évidence que peu de différences significatives dans la réponse électrique suite a
I’application de différents inhibiteurs des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale.
En effet, les fréquences de décharge avant et pendant application des inhibiteurs dans les

G93A
1

motoneurones wild-type et SOD ne sont pas modifiées significativement, méme si des

tendances sont observables. Il en est de méme pour la variation du potentiel membranaire des

motoneurones wild-type et SOD19**

suite a 1’application d’oligomycine ou d’antimycine.
Seul le potentiel de membrane aprés action de I’oligomycine dans les motoneurones
SOD19* est modifié en comparaison aux motoneurones wild-type. Remarquons cependant
que nos échantillons sont de petites tailles ce qui peut avoir pour effet de masquer certains
effets, qui seraient visibles dans des populations plus larges. Par exemple, I’augmentation de
la fréquence de décharge des motoneurones SOD19%%4 pendant I’application d’antimycine est
a la limite de la significativit¢ (p = 0,059) en comparaison avec la fréquence observée dans
ces mémes neurones en condition spontanée.

Dans cette étude, nous avons également mis en évidence que les motoneurones SOD1%*#
répondent de maniere différente des motoneurones wild-type a 1’application de KCI. En effet,
lors d’ajout de KCI, la concentration intracellulaire d’ATP est moins diminuée dans les
motoneurones SOD19** que dans les motoneurones wild-type. Cependant, pour les cellules
SOD1%** comme pour les cellules wild-type, une activation électrique au KCl fait chuter de
maniere drastique la concentration intracellulaire d’ATP. Par ailleurs, lorsque 1’on s’intéresse
a la consommation d’oxygeéne, marqueur de ’activité de la chaine respiratoire mitochondriale,

1994 sont

en présence de KCI, on remarque que les mitochondries des motoneurones SOD
incapables d’augmenter leur activité pour répondre a une augmentation de la demande,

comme le font les mitochondries des motoneurones wild-type. Ces résultats confirment bien
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le découplage partiel des motoneurones SOD19%%4

en comparaison avec les motoneurones
wild-type.

Dans ce chapitre, nous avons montré qu’en condition basale, spontanée, les motoneurones
SOD19"* ne différaient pas dans leurs propriétés électriques passives des motoneurones

1G93A

wild-type. Cependant, les motoneurones SOD sont incapables d’adapter leur production

d’énergie sous forme d’ATP lors d’une augmentation de la demande.
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DISCUSSION GENERALE

Dans ce travail, nous avons cherché a mettre en évidence des modifications des
propriétés bioénergétiques, métaboliques et électrophysiologiques intrinséques des

1994 modele de la

motoneurones de moelle épiniere de souris possédant la mutation SOD
sclérose latérale amyotrophique, dés le stade embryonnaire. L hypothése de travail a été que
des modifications bioénergétiques seraient des signes précoces du processus pathologique qui
conduira a la mort des motoneurones a 1’age adulte au cours de la SLA.

Nous nous sommes particulierement intéressés aux modifications mitochondriales,
notamment de part le fait que les mitochondries sont les « centrales énergétiques » des
motoneurones, produisant la quasi-totalit¢ de I’ATP nécessaire aux fonctions cellulaires. De
part leur grande taille et leur forte activité, les motoneurones sont des cellules
particuliérement sensibles a des variations de I’ATP disponible, pour assurer leurs fonctions
et maintenir leur stabilité vitale.

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence qu’il existe des perturbations de
I’homéostasie énergétique des la période embryonnaire. En effet, dans notre modele de SLA,
nous avons observé une diminution de la quantit¢ d’ATP intracellulaire, ce qui fait que les
cellules disposent de moins d’énergie utilisable. Par ailleurs, cette réduction d’énergie dans
les cellules ne provient pas d’une diminution d’activit¢ de la voie de production,
essentiellement mitochondriale. Effectivement, I’activité de la chaine respiratoire évaluée par
la mesure de la consommation d’oxygene, n’est pas diminuée ; paradoxalement, elle est
augmentée de maniere significative. Ces éléments sont en faveur d’un découplage partiel de la
chaine des phosphorylations oxydatives. En effet, la mitochondrie consomme de 1’oxygeéne,
mais ce dernier n’est pas utilisé pour produire de ’ATP. L’oxygéne consommé peut servir a
différentes fonctions, comme le maintien du potentiel membranaire mitochondrial, paramétre
essentiel pour la survie cellulaire. Dans ce travail, nous avons mis en évidence que ce
découplage mitochondrial partiel passe par les protéines de découplage, les UCPs. Ces
protéines, et notamment UCP3 découplent la chaine respiratoire mitochondriale
principalement pour lutter contre les ROS. Nous nous sommes ensuite intéressés a la
consommation énergétique dans notre modele. En effet, un déficit d’ATP provient soit de
modifications de la production, soit de modifications de sa consommation. Lorsque nous
avons ¢étudié les processus consommateurs d’énergie, et notamment [’activité électrique

spontanée des motoneurones, leur fonction essentielle, nous n’avons pas mis en évidence de

152



différences entre les cellules modeles de SLA et les cellules contrdles. Par ailleurs, lorsque
nous stimulons ’activité électrique chimiquement, nous remarquons que les motoneurones
SOD1m sont incapables d’adapter leur production énergétique a I’inverse des motoneurones
sauvages. Ces différents ¢léments sont en faveur de 1’hypothése d’un découplage
mitochondrial partiel, dés le stade embryonnaire, responsable des perturbations de
I’homéostasie énergétique trés en amont des premiers symptomes.

Au cours de cette discussion, nous allons aborder dans un premier temps les
perturbations mitochondriales mises en évidence dans les modéles d’étude de la SLA et chez
les patients. Nous aborderons ensuite le découplage partiel des mitochondries motoneuronales
en proposant des explications du mécanisme mis en jeu. Enfin, nous aborderons les
conséquences des perturbations observées sur 1’activité et les processus pathologiques, avant
de mettre en relation les données observées sur la SLA avec d’autres maladies

neurodégénératives.

I — Des perturbations homéostasiques et mitochondriales dans le modéle murin

de la SLA

Depuis plus de 40 ans apreés sa premiere description par Irwin Fridovich (McCord &

Fridovich, 1969), la fonction de la SOD1 sauvage a été étudiée en relation avec sa localisation
cytosolique prédominante. Cependant, une petite fraction de cette enzyme abondante et
ubiquitaire est localisée dans les mitochondries (Weisiger & Fridovich, 1973; Okado-
Matsumoto & Fridovich, 2001; Mattiazzi et al., 2002). Beaucoup de SOD1m sont é¢galement
localisées dans différents sous-compartiments mitochondriaux dans une proportion semblable
ou méme plus large que l'enzyme de type sauvage (Liu et al., 2004; Pasinelli et al., 2004;
Vijayvergiya et al., 2005; Deng et al., 2006; Vande Velde et al., 2008; Israelson et al., 2010).
Ainsi, en raison de la multiplicité des taches effectu¢es par les mitochondries dans le
métabolisme énergétique, I'homéostasie du calcium et la régulation de la voie apoptotique
intrinséque et parce que la mutation provoque une augmentation de la quantit¢é de SODI1
associée a la mitochondrie, il est probable que la liaison de SOD1m aux mitochondries soit au
centre de la pathogénicité de la SLA. Par ailleurs, les mitochondries, par leurs roles essentiels
dans les mécanismes physiologiques de mort cellulaire, sont des acteurs centraux dans
diverses conditions pathologiques comme les cancers, le diabéte, I’obésité, 1’ischémie, ou les
maladies neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, ainsi que

dans le vieillissement.
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A - Une augmentation des ROS
La mitochondrie est la source principale de production des especes oxygenes réactives (ROS).
Ces ROS regroupent des molécules et des radicaux libres (espéces chimiques possédant un
¢lectron non-appari¢) dérivés du métabolisme de 1’oxygeéne. L’anion superoxyde (O;"),
produit de I’¢élimination d’un électron de I’oxygene, est le précurseur de la plupart des ROS et
est un médiateur des réactions de la chaine oxydative. La dismutation de I’anion superoxyde,
spontanément ou sous ’action de la superoxyde dismutase, produit du peroxyde d’hydrogene
(H203), qui a son tour peut étre totalement réduit en eau ou en présence d’ions ferreux ou
cuivreux, peut former un radical hydroxyle hautement réactif (OH). De plus, IO, peut réagir
de maniére non enzymatique avec d’autres radicaux comme 1’oxyde nitrique (NO). Le produit
de cette réaction, le peroxynitrite (ONOQO") est également un oxydant trés puissant. Les
especes oxygenes dérivées du NO sont appelées especes réactives nitrogenes (RNS).
Dans les cellules vivantes, le site principal non-enzymatique de production des ROS est la
chaine respiratoire mitochondriale, contenant plusieurs centres redox, comme les centres
flavines et les centres fer-soufre, capable de transférer un électron a 1’oxygene, formant 1’0, ™.
Une proportion de SODIm est localisée au niveau de I’espace inter-membranaire
mitochondrial, le site de production des espéces réactives de 1'oxygene (ROS) (Mattiazzi et
al., 2002). En effet, des vacuoles provenant de I’espace inter-membranaire mitochondrial,
contiennent des agrégats protéiques SOD1m a la fois chez les souris transgéniques SOD1%*7}
et SOD19%%4 (Wong et al., 1995; Jaarsma et al., 2001; Higgins et al., 2002). En outre, il
semble que la SODIm soit préférentiellement recrutée au niveau de [’espace inter-
membranaire mitochondrial, ou elle agit paradoxalement pour augmenter la production de
ROS toxiques (Ahtoniemi et al., 2008; Goldsteins et al., 2008).
De plus, il a été constaté que la SOD1m associée a la mitochondrie a une tendance accrue a
former des oligomeres, semblables a ceux formés par la protéine B-amyloide dans la maladie
d'Alzheimer (Pasinelli et al., 2004). La formation de ces assemblages protéiques permet a la
SODIm de se lier a la membrane mitochondriale interne, décalant ainsi ['état
d'oxydoréduction des mitochondries (Ferri et al., 2006). Ce changement prédispose les
organelles a un environnement plus oxydant, portant ainsi atteinte a l'activité des complexes
respiratoires (Bruijn et al., 2004; Ferri et al., 2006; Ahtoniemi et al., 2008). Un changement
de 1'état redox de I'organelle peut aggraver cette oligomérisation, conduisant a une production

accrue de ROS.
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Depuis plusieurs années, des marqueurs de stress oxydatif comme les niveaux protéiques de
carbonyle, la peroxydation des lipides et des protéines de glycoxydation ont ét¢ mis en
¢vidence chez des patients SLA (Shaw et al., 1995; Shibata, 2001; Shibata et al., 2002). Une
¢tude systématique des dommages oxydatifs des protéines, des lipides et de I'ADN dans
plusieurs régions du systéme nerveux central (cortex moteur, cortex pariétal et cervelet)
appuie I’hypotheése d’un accroissement de la production de ROS dans la moelle épinicre des
SLAs et SLAT, c'est-a-dire dans la zone qui est les plus touchée dans la maladie (Ferrante et
al., 1997; Bogdanov et al., 2000). Ces observations ont ét¢ confirmées par des expériences sur
les souris transgéniques surexprimant le mutant SOD1, qui servent de modele pour la SLA
(Andrus et al., 1998; Bogdanov et al., 1998; Liu et al., 1998; Liu et al., 1999; Liu et al.,
2004), et sont corrélées avec la progression de la maladie (Hall et al., 1998). Les marqueurs
de stress oxydatif ont également ¢été détectés dans le muscle squelettique de ces souris

(Mahoney et al., 2006).

B - Perturbation de ’homéostasie protéique
Les perturbations de I’homéostasie protéique sont une des caractéristiques des maladies se
développant a I’age adulte, ce qui les définit comme des « protéinopathies » (Saxena &
Caroni, 2011). Dans les conditions physiologiques, le maintien de ’homéostasie protéique
dépend du bon fonctionnement de trois modules cellulaires : le module de synthése, par les
ribosomes et le controle de la traduction, le module d’assemblage par le systéme des protéines
chaperonnes et les modifications post-traductionnelles, ainsi que le module de dégradation par
le systeme ubiquitine-protéasome, I’autophagie par la voie des lysosomes et les protéases
(Morimoto & Cuervo, 2009; Powers et al., 2009). L’ensemble de ces systémes présente une
plasticité afin de pouvoir répondre & des conditions de stress ou a une demande physiologique
importante comme le besoin de sécrétion. Ces processus sont donc eux-mémes régulés par des
voies de signalisation comme la réponse « Heat Shock », la réponse UPR, la concentration de
calcium dans les différents compartiments ou encore les réponses inflammatoires (Powers et
al., 2009; Schuck et al., 2009). Par ailleurs, des mutations de protéines, des stress
environnementaux ou encore le vieillissement peuvent modifier ces composants et perturber
ce réseau. Or, dans la SLA, les modules d’assemblage et de dégradation sont séverement
touchés. Les activités du protéasome et des chaperonnes cytosoliques diminuent (Kabashi et

al., 2004; Tummala et al., 2005).
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Des mutations dans un gene, comme celui de la SOD1, peut d’une part altérer la stabilité de la
protéine en modifiant ses propriétés conformationelles, et d’autre part altérer Ie
fonctionnement de certains processus cellulaires, comme les chaperonnes ou le protéasome, et
donc aggraver la proportion d’agrégats (Robberecht & Philips, 2013). Il est intéressant de
savoir si les mauvais assemblages protéiques sont nécessairement liés a la présence d’une
mutation. Environ un tiers des protéines, de part leur structure moléculaire complexe, ont une
tendance au mauvais repliement (Roth & Balch, 2011). L’accumulation de sources de stress
intrinseéques, comme le contexte génétique ou 1’age, et environnementales comme les toxines,
les infections ou les traumatismes physiques, peuvent influencer 1’état de repliement d’une
protéine au cours du temps. Par exemple, la SOD1 sauvage, une fois oxydée, présente des
défauts de conformation semblables a ceux observés pour la SOD1 mutée. Par ailleurs, elle
acquiert des propriétés toxiques comme une inhibition du transport axonal (Bosco et al.,
2010). De plus, il a ét¢ montré que le vieillissement entraine une baisse des systemes de
maintien de I’homéostasie protéique. Par exemple, les chaperonnes HSP90 et la CRT
diminuent dans le cerveau de souris des 1’age de trois mois (Gray et al., 2003; Yang et al.,
2008). Certains composants du systéme ubiquitine-protéasome, comme des sous-unités du
protéasome et des enzymes de conjugaison a l’ubiquitine, sont €galement diminués. Par
ailleurs, les niveaux d’expression de VCP (« Valosin-Containing-Protein »), une protéine
participant a des processus de I’homéostasie protéique comme la dégradation de protéines ou
I’autophagie, diminuent (Yang et al., 2008). Plusieurs mutations de ce geéne ont d’ailleurs été
associ¢ées a la SLA. Il est possible de considérer que les cas sporadiques de ces maladies
peuvent étre initi€s par des perturbations liées au vieillissement ou a I’environnement, ce qui
favoriserait la fragilisation du fonctionnement de facteurs importants dans 1’homéostasie
protéique. Ces dysfonctionnements favoriseraient de mauvais repliements protéiques, comme
peuvent le faire les mutations liées a la SLA. Ces protéines présentant une mauvaise
conformation se comporteraient comme des cofacteurs toxiques en affaiblissant et/ou en
inhibant les processus d’homéostasie protéique. Par ailleurs, elles augmenteraient les niveaux
de stress cellulaire, jusqu’a enclencher un point de non-retour. Ainsi, ce facteur
cryptogénique, c’est-a-dire 1i€ a ’4ge ou a I’environnement, déclencherait les mémes voies de
mort qu’au cours de la SLA initiée par des facteurs génétiques.

La perturbation des composants critiques de 1’homéostasie cellulaire peut contribuer a la
vulnérabilité des motoneurones. Ces perturbations dans 1’hyperexcitabilité, la régulation du

calcium et les agrégations, peuvent amplifier de maniere chronique et in fine, dépasser le seuil
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de tolérance des cellules. Ces dysfonctionnements peuvent se propager et étre amplifiés par
les cellules environnantes, comme la microglie ou les astrocytes. En effet, la sécrétion de la
SOD1m extracellulaire par les motoneurones active les cellules microgliales. Elles peuvent a
leur tour sécréter des facteurs toxiques pour les motoneurones, comme les cytokines et
favoriser le stress oxydatif. Elles permettent ainsi I’amplification des niveaux de stress

cellulaire des motoneurones (Urushitani et al., 2006).

C - Perturbation de I’homéostasie calcique

Une diminution de la capacité des mitochondries de la moelle épiniére a tamponner le calcium
(Ca™) a été observée chez les souris exprimant une mutation SODI liée a la SLA, qui
développent une maladie du motoneurones avec de nombreux marqueurs pathologiques
retrouvés chez les patients SLA. Une augmentation de calcium intracellulaire peut devenir
fatale pour des cellules qui sont a la base peu armées pour tamponner une concentration
excessive de calcium. Plusieurs travaux ont corrélé la vulnérabilité des motoneurones de la
moelle épiniere et du tronc cérébral dans la SLA a leur faible capacité a tamponner le calcium,
capacité cinq a six fois moindre que celle des motoneurones résistants, comme les neurones
oculomoteurs qui ne meurent pas ou peu dans la SLA (Lips & Keller, 1998; Palecek et al.,
1999). Cette diminution de la capacit¢ mitochondriale a tamponner le calcium peut
s’expliquer par la diminution de protéines tampons du calcium cytoplasmique, comme la
parvalbumine et la calbindine, dans les populations de motoneurones vulnérables, et non chez
les résistants (Alexianu et al., 1994; Palecek et al., 1999). Chez les souris SODIm, la
diminution de la parvalbumine et de la calbindine a ¢été observée deés le stade
présymptomatique (Sasaki ef al., 2006).

Le calcium semble jouer un role essentiel dans la vulnérabilité des motoneurones. Cependant,
il n’a pas été déterminé si, au sein des motoneurones de la moelle épinicre, les motoneurones
FF, les premiers touchés dans la maladie, présentent des défauts de surcharge de calcium ou
de déficience dans leurs systéme de tamponnage en amont de leur dégénérescence. L’exces de
calcium peut étre délétére pour le fonctionnement des organelles comme le RE ou la
mitochondrie. En effet, dans le cas de la mitochondrie, le calcium entraine une dépolarisation
de la membrane mitochondriale, la production de ROS (Petrosillo et al., 2004) et favorise le
processus de perméabilisation transitoire de la mitochondrie, ce qui conduit a la libération de
facteurs pro-apoptotiques (Petrosillo et al., 2004). En ce qui concerne le RE, des défauts

d’homéostasie calcique peuvent en partie activer le stress du RE. Effectivement, la déplétion
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en calcium du RE peut entrainer une diminution de ’activité¢ des chaperonnes (Berridge,
2002), ce qui conduit a un repliement moins efficace, a des agrégations et a une activation des
capteurs de stress. Précédemment, des études avaient montré qu’il y avait une diminution
d’activité¢ globale des chaperonnes en présence de la SOD1 mutée dés le stade
asymptomatique (Tummala et al.,, 2005). Plusieurs études ont par ailleurs corrélé la
perturbation de 1’homéostasie calcique avec la formation d’agrégats, et notamment une
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Ce mécanisme serait dépendant
de la surexpression de NO (Kim et al.,, 2007). L’augmentation du calcium et du stress
oxydatif peut entrainer un mauvais repliement de la SODIm (Tateno et al., 2004). Par
ailleurs, il a ét¢ montré que I’augmentation du calcium intracellulaire était responsable de
I’inhibition de ’activité du protéasome (Realini & Rechsteiner, 1995), qui diminue dans les
mod¢les de SLA (Kabashi et al., 2004).

Les défauts d’homéostasie calcique jouent un réle important dans la vulnérabilité a la mort
des motoneurones SOD1 mutés. Les perturbations du tamponnage du calcium dans certains
sous-types de motoneurones favorisent I’augmentation de la concentration cytoplasmique
calcique, ce qui peut augmenter la production de stress oxydatif et perturber le

fonctionnement d’organelles comme la mitochondrie.

D - Perturbation de I’homéostasie énergétique
Il a été suggéré que des modifications du métabolisme musculaire pourraient étre la cause
directe de la destruction de la jonction neuromusculaire. L observation initiale était que les
souris SODIm avaient un déficit pondéral par rapport aux souris sauvages. Ce déficit
énergétique n’est pas causé par une diminution de la prise alimentaire, mais par une
augmentation du métabolisme basal et du métabolisme énergétique, en particulier lipidique,
qui sont extrémement perturbés chez les souris SOD1m (Dupuis et al., 2004b; Fergani et al.,
2007). De plus, le profil d’expression des genes dans le muscle ainsi que I’augmentation de la
capture de glucose par le muscle suggérent une augmentation du métabolisme énergétique
dans ce tissu. Ainsi, chez la souris SOD1m, le métabolisme musculaire augmenté provoque
une fonte des réserves adipeuses et un hypermétabolisme de I’animal qui entraine un déficit
énergétique chronique. Ces anomalies trés précoces préceédent I’amyotrophie et les défauts

¢lectromyographiques, et qui ne sont, de ce fait, que des conséquences.

158



Le déficit énergétique chronique et 1I’hypermétabolisme musculaire contribuent-ils a la
maladie du motoneurone ? Pour le savoir, la ration calorique des souris SODIm a été
augmentée en les nourrissant avec un régime enrichi en lipides. Cette manipulation
nutritionnelle a corrigé le déficit énergétique et a permis d’observer une nette augmentation de
la survie des animaux. De plus, la survie des motoneurones était augmentée et la dénervation
musculaire diminuée. Cet effet protecteur du régime hyperlipidique est dose-dépendant
puisque des données du laboratoire de Mark Mattson confirment ces résultats et montrent
qu’une ration énergétique plus ¢élevée que celle utilisée précédemment est encore plus efficace
en terme d’accroissement de la survie des souris SOD1m (Mattson ef al., 2007).

Les souris SOD1m sont donc en déficit énergétique et la correction nutritionnelle de ce déficit
améliore le phénotype clinique. A I’inverse, aggraver le déficit énergétique, en soumettant les
souris SOD1Im a une restriction calorique, exacerbe le phénotype clinique, ce qui confirme
que le déficit énergétique est un déterminant important de la pathologie de ces souris. Ces
¢tudes semblent distinguer la SLA des autres maladies neurodégénératives. En effet, les
modeles transgéniques de maladie d’Alzheimer ou de maladie de Huntington ont un
phénotype métabolique opposé a celui des souris SOD1m, avec une tendance a 1’obésité et a
I’insulino-résistance, et sont protégés par la restriction calorique (Maswood et al., 2004;
Rasouri et al., 2007) et aggravés par le régime hyperlipidique. Les causes de ces différences
entre maladies neurodégénératives sont a I’heure actuelle inconnues, mais leur élucidation
pourrait permettre de comprendre les bases de la sélectivité neuronale de ces pathologies.

Le déficit énergétique et ’hypermétabolisme existent-ils chez les patients ? Plusieurs études
du Pr Couratier avaient montré que les patients SLA étaient, tout comme les souris SOD1m,
hypermétaboliques (Desport et al., 1999; Desport et al., 2001; Desport et al., 2006), ce qui
suggérait une certaine conservation des mécanismes pathologiques. Afin de déterminer si ces
altérations du métabolisme énergétique €taient aussi retrouvées chez les patients, les taux de
lipides circulants chez plusieurs centaines de patients SLA et de patients controles ont été
comparés. Les patients ayant une SLA de type sporadique présentaient des niveaux
anormalement €levés de lipides circulants (Dupuis et al., 2008). Ainsi, pres d’un patient SLA
sur deux a des niveaux de LDL-cholestérol considérés comme trop ¢levés. De plus, les
patients SLA présentant un rapport LDL/HDL anormalement élevé, facteur de risque
cardiovasculaire bien caractérisé, avaient une survie plus élevée de quinze mois, signifiant
donc que la dyslipidémie est un facteur protecteur dans la SLA. En conclusion, souris SOD1m

et patients SLA développent une maladie métabolique, avec un hypermétabolisme et un
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déficit énergétique. Les détails du tableau clinique sont cependant différents, ainsi, les patients
SLA sont hyperlipidémiques, alors que les souris SODIm ont une tendance marquée a
I’hypolipidémie. Cependant, dans les deux cas, I’augmentation des lipides circulants ralentit
la progression de la maladie. A I’heure actuelle, les arguments expérimentaux chez les
patients SLA sont purement corrélatifs et la correction du déficit énergétique chez les patients
SLA une piste thérapeutique encore inexplorée. Ces résultats suggérent déja que ’utilisation

d’agents hypolipémiants comme les statines chez les patients SLA pourrait étre néfaste.

Ces perturbations mitochondriales observées a la fois dans des modeles murins de la SLA et
chez des patients ont orienté nos recherches sur les dysfonctions mitochondriales et

notamment les perturbations énergétiques.

II — Un découplage mitochondrial partiel dans le modéle murin de SLA

A — Une diminution d’ATP intracellulaire
Nous avons vu dans le paragraphe précédent que 1’homéostasie énergétique était un facteur
particuliérement perturbé dans la SLA. Nos études de la concentration intracellulaire d’ATP,
carburant cellulaire, ont mis en évidence qu’il y a un déficit énergétique marqué dans les
motoneurones SODIm d’environ 55% comparés aux motoneurones sauvages. Ce déficit
d’ATP avait précédemment €té montré dans d’autres modeles de la maladie, comme dans des

lignées neuronales exprimant la mutation SOD1%*™®

(Coussee et al., 2011). Cependant dans
leur modele, la diminution d’ATP intracellulaire n’était que d’environ 40%. La différence
observée entre cette étude et la notre provient de plusieurs facteurs ; tout d’abord nous
utilisons des souris mutantes SODI portant la mutation G93A fortement exprimée
(SODIG%Ahigh), alors que leur modele exprime une autre mutation de la SOD1. De plus, le
matériel utilis¢é dans ces deux études est différent, puisque nous travaillons sur des
motoneurones de moelle épiniére cultivés a un stade embryonnaire, alors qu’ils utilisent des
lignées de neuroblastomes de souris. Par ailleurs, une étude récente portant sur un modele
cellulaire de SLA, exprimant la mutation VCP et sur des fibroblastes de patients SLA
présentant la mutation VCP, montre une diminution du niveau d’ATP intracellulaire soit par
une méthode d’étude en FRET, basée sur le ratio YFP/CFP soit par une étude en
bioluminescence, basée sur un principe similaire a la méthode que nous avons utilisée

(Bartolome et al., 2013). Chez les patients SLA, le niveau d’ATP est diminu¢ de 32% environ

comparé aux patients contrdles. L’ensemble de ces données permet d’avancer I’hypothése
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d’une perturbation des niveaux d’ATP chez les modé¢les animaux de SLA ou chez les patients,
et ce, quelle que soit la mutation retrouvée.

Plusieurs études dans différents modeles de SLA ont mis en relation des dysfonctions
mitochondriales et 1’altération du niveau d’ATP au cours du processus pathologique de la
maladie (Mattiazzi et al., 2002; Ghiasi ef al., 2012). Browne et collaborateurs ont suggéré en
2006 que la diminution du niveau d’ATP observé dans les souris transgéniques modeles de la
SLA pouvait étre due a un découplage (Browne et al., 2006). Ces auteurs ont montré que le
niveau d’ATP intracellulaire des souris SOD1** diminuait progressivement avec I’évolution

16934 réduit le

de la maladie. Dans cette étude, nous avons confirmé que la mutation SOD
niveau d’ATP de cultures primaires de motoneurones dés le stade embryonnaire. Nous avons
par la suite montré que cette baisse d’ATP était due a une diminution de la production plutot
qu’a une augmentation de la consommation. Enfin, il a ét¢ montré qu’une diminution d’ATP
pouvait induire des processus de cytotoxicité, les cellules n’étant plus capables de maintenir
leur homéostasie ionique et leur flux calcique (Abramov & Duchen, 2010; Bolanos et al.,

2010).

B — Une augmentation de ’activité de la chaine respiratoire mitochondriale
Pour confirmer 1I’hypothése d’un découplage partiel mitochondrial dans notre modéle de SLA,
nous avons cherché a vérifier dans un premier temps que cette altération avait pour cause un
déficit de la production. Nous nous sommes donc intéressés a I’étude de I’activité de la chaine
respiratoire, dont nos résultats ont confirmé qu’il s’agissait du principal producteur d’ATP
dans les motoneurones embryonnaires SOD1m ou wild-type. Nous avons mis en évidence que
I’activité du systeéme des phosphorylations oxydatives n’¢était pas diminuée dans notre modele.
Au contraire, la chalne respiratoire mitochondriale voit son activité augmentée de 125% dans
les motoneurones SODIm en comparaison avec les motoneurones wild-type. Ce résultat
confirme I’hypothése d’un découplage partiel mitochondrial. La respiration mitochondriale
est augmentée, mais I’oxygene consommé ne sert pas a produire de I’ATP. Plusieurs études
antérieures avaient montré une diminution de 1’activité¢ de différents complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale, par des méthodes d’étude différentes et/ou a des stades plus
avancés de la maladie (Jung ef al., 2002; Mattiazzi et al., 2002; Coussee et al., 2011). De
plus, une étude récente sur des lignées cellulaires motoneuronales NSC34 ne montrait pas de
différences entre la consommation d’oxygene basale en présence de la mutation SOD1 ou en

son absence (Richardson ef al., 2013). Nous proposons que notre modele de culture cellulaire
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primaire soit plus proche de ce qui se passe physiologiquement in vivo, et permette de mieux
mettre en évidence des différences entre les cellules portant une mutation SODI1 et les cellules
sauvages. Enfin, remarquons qu’une étude récente sur un modele VCP de SLA a permis de
mettre en évidence une diminution d’ATP intracellulaire ainsi qu’une augmentation de
I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale (Bartolome ef al., 2013). Cette étude ainsi
que nos travaux soulignent 1’existence de processus pathologiques communs aux différentes

mutations génétiques a 1’origine des SLA.

C — Mécanismes mis en jeu

La progression de la maladie chez les souris SODIm est dépendante des cellules
environnantes aux motoneurones, comme les astrocytes et la microglie, bien que cette
hypothese soit dépendante du type de SODIm. Cependant, le déclenchement de la SLA
semble dépendant d’un processus cellule-autonome, dicté par la présence méme de la SOD1
mutée dans les motoneurones (Boillee et al., 2006). Le déclenchement de la maladie serait la
conséquence de 1’activation chronique d’un certain nombre de stress cellulaires, imputables a
la présence de la protéine SOD1 mutée, atteignant un seuil critique pour la survie des
motoneurones.

Comme nous I’avons vu précédemment, la mauvaise localisation des protéines SOD1 mutées
perturberait le fonctionnement des phosphorylations oxydatives. Nous avons cherché a
déterminer par quel(s) mécanisme(s) passait le découplage partiel des mitochondries des
motoneurones SOD1m. Nous nous sommes intéressés aux protéines de découplage, les UCPs.
En effet, plusieurs éléments précédents proposaient I’hypothése de 1I’implication des protéines
UCPs dans le découplage mitochondrial dans différents modeles de SLA. Les travaux de
Dupuis et collaborateurs ont permis de mettre en évidence qu’il y avait une augmentation des
protéines UCP2 et UCP3 a un stade symptomatique dans le muscle de patients SLA (Dupuis
et al., 2003). Par ailleurs, il a ét¢ montré précédemment qu’un léger découplage mitochondrial
avait un effet antioxydant naturel. En effet, il existe une forte corrélation entre la production
d’espéces oxygene réactives et le potentiel membranaire mitochondrial. Un découplage partiel
de la chaine respiratoire mitochondrial permet de diminuer le potentiel membranaire
mitochondrial et de lutter contre la production de ROS (Echtay, 2007). Dans notre étude, nous
avons mis en évidence une augmentation des niveaux d’ARNm des protéines UCP1 et UCP3
ainsi qu'une augmentation du niveau protéique d’UCP2. Les protéines UCP2 et UCP3 ont

comme fonction principale d’atténuer la production mitochondriale de ROS, toxique pour la
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cellule, notamment du fait que les especes oxygenes réactives entrainent des dommages
cellulaires importants.

Les résultats obtenus au cours de cette theése nous font proposer I’hypothése qu’une mutation
de la superoxyde dismutase 1, de part sa mauvaise localisation mitochondriale et la formation
d’agrégats entraine une augmentation de la production de ROS. Afin de lutter contre ces
especes oxydantes, un découplage partiel de la chalne respiratoire mitochondriale se met en
place, via les protéines UCPs, ce qui permet un effet antioxydant. Le systeme des
phosphorylations oxydatives fonctionne alors sans produire de I’ATP, ce qui explique la
diminution globale du niveau intracellulaire cellulaire d’ATP. En effet, les protéines UCPs
vont permettre une fuite de protons, ayant pour effet de maintenir le potentiel membranaire
mitochondrial a un niveau viable pour la cellule. Cependant, la nature exacte du mécanisme
par lequel les ROS permettent 1’activation des protéines UCPs reste inconnue. Notons par
ailleurs qu’une conséquence ¢évidence de ce feedback négatif des ROS sur la production

d’ATP est la réduction de la disponibilité de I’ATP pour la cellule.

III — Conséquences des perturbations homéostasiques et bioénergétiques en

terme pathologique

A - Conséquences sur ’activité neuronale
Au cours de cette theése, nous avons montré que le niveau d’ATP intracellulaire est diminué
dans notre modele de SLA. Nous avons mis en évidence des déficits dans la production
énergétique, au niveau mitochondrial, permettant de confirmer I’hypothése d’un découplage
mitochondrial. Nous avons ensuite cherché a voir ce qu’il se passait au niveau de la
consommation d’énergie. Nos études électrophysiologiques de 1’activité des motoneurones ne
nous ont pas permis de mettre en ¢évidence de différences significatives des propriétés
électriques spontanées des motoneurones SODIm en culture en comparaison avec des
motoneurones wild-type. Ces données électrophysiologiques sont en accord avec ce qui avait
été précédemment montré. En effet, plusieurs auteurs ont mis en évidence qu’il n’y a pas de
différences des propriétés €lectriques passives des motoneurones SODIm (Pieri et al., 2003;
Kuo et al., 2004; Kuo et al., 2005; Pieri et al., 2009). L hyperexcitabilité des motoneurones m
SODIm n’est pas imputable a une différence des propriétés synaptiques spontanées.
Cependant, en condition d’activation par I’injection de courant, la fréquence de décharge des
motoneurones SOD1m est altérée. En effet, il semblerait que les modifications des propriétés
¢lectriques des motoneurones SODIm ne se manifestent qu’en cas d’augmentation de la
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demande énergétique par une stimulation de I’activité. Kuo et collaborateurs ont mis en
évidence qu’il existe une augmentation de la composante persistante du courant sodique (Na")
dans les motoneurones SODIm en comparaison aux motoneurones wild-type (Kuo et al.,
2005). Ces données ont ensuite ét¢ confirmées par Pieri et collaborateurs (Pieri et al., 2009).
De plus, ces auteurs ont mis en évidence que les canaux calciques voltage-dépendants
(VGCCs : « Voltage-Gated Ca®" Channels »), responsables de I’entrée de calcium dans les
cellules neuronales en réponse a une dépolarisation membranaire, étaient surexprimés dans les

. A
cultures de neurones corticaux SOD1%%

en comparaison aux neurones controles (Pieri et al.,
2012). Ces auteurs proposent qu’un exces d’expression de ces canaux calciques voltage-
dépendants dans les neurones corticaux SODIm induit une mortalité plus élevée apres
dépolarisation de la membrane en comparaison avec les neurones controles. Il semblerait donc
que les différences en termes d’hyperexcitabilit¢ des motoneurones SODIm ne soient pas
observables en conditions spontanées. Les neurones SOD1m seraient cependant incapables
d’adapter leur niveau électrique en cas de stimulation. Ces mécanismes d’hyperexcitabilité en
situation de stimulation auraient comme intermédiaires des perturbations de la composante
persistante des canaux sodiques, ainsi que des perturbations des canaux calciques voltage-
dépendants. De plus, il a par ailleurs été mis en évidence qu’un autre type de canal, le canal
anionique voltage-dépendant (VDAC, « Voltage-Dependant Anion Channel ») était inhibé par
un mauvais repliement des protéines SOD1m. En effet, une réduction de 1’activit¢ de VDAC
est responsable d’une diminution de la survie des souris modeles de SLA, en accélérant le
début de la maladie ainsi que la paralysie fatale (Israelson et al., 2010). Cette réduction ne
semble donc pas avoir d’influence directe sur le phénotype électrique des motoneurones mais
nous constatons tout de méme une impossibilité a faire face a une augmentation de la
demande en ATP lorsque I’activité électrique est stimulée par du KCI extracellulaire. Il est
donc possible, comme le suggere les études théoriques réalisées au laboratoire (Le Masson et
al, 2013), que I’effet délétere de cette perte d’homéostasie n’affecte les cellules uniquement
quand elles dépassent leur capacité de réserve. Cette situation a plus de risques de se produire
sur des cellules tres actives sur le plan électrique (comme les motoneurones, ce qui pourraient
donner des indices importants sur la spécificité de 1’atteinte motoneuronale dans la SLA) mais
aussi au sein des sous-groupes de motoneurones, dans des cellules amenées a décharger de
fagon plutdt phasique a hautes fréquences comme les motoneurone FF, qui sont les premiers
touchés par les processus pathologiques dans la SLA. Il est aussi possible que ces anomalies

ne s’expriment dans un premier temps que dans des régions subcellulaires du motoneurones,
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comme |’axone dans sa partie distale. En effet, il existe de nombreuses évidences de
perturbations de la répartition des mitochondries au sein de la géométrie cellulaire avec une
relative déplétion en mitochondries dans I’axone distal au profit d’'une accumulation dans le
compartiment somatique. Nous pouvons donc nous attendre a un effet délétére dans cette
extrémité distale, ce que semble confirmer de nombreuses études qui consideére la SLA
comme une axonopathie motrice avec une dégénérescence distale et un « dying back » de
I’axone vers le soma. L’ensemble de ces éléments va dans le sens d’une impossibilité

d’adaptation des motoneurones SOD1m que nous allons développer dans la partie suivante.

B — Une impossibilité d’adaptation énergétique
Au cours de ce travail de thése, nous avons mis en évidence par des mesures de
consommation d’oxygeéne que les motoneurones SODIm ne pouvaient pas augmenter
I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale en cas de stimulation de I’activité électrique,
contrairement aux motoneurones wild-type, augmentant I’activit¢ de la chaine respiratoire
mitochondriale de 155% environ dans ces mémes conditions (cf, Résultats, chapitre 3, IV). En
effet, le découplage partiel du systéme des phosphorylations oxydatives des neurones SOD1m
I’empéche d’augmenter son activité en condition de stimulation. Ces résultats sont en accord
avec les données ¢€lectrophysiologiques présentées dans la partie précédente, montrant qu’en
cas de stimulation de I’activité électrique, les motoneurones SOD1m présentaient un profil
hyperexcitable (Kuo et al., 2004). Les motoneurones SODIm semblent donc incapables
d’adapter leur activité mitochondriale pour répondre a une augmentation des besoins
énergétiques des le stade embryonnaire. Les modifications mitochondriales, dont le mauvais
repliement des protéines SOD1m ainsi que la perturbation de leur localisation, entrainent de
nombreuses altérations notamment dans les échanges ioniques et métaboliques avec le
compartiment cytoplasmique. Les perturbations de ces échanges semblent fragiliser les
mitochondries motoneuronales, dont la finalité n’est plus de produire de I’ATP pour répondre
aux besoins cellulaires, mais semble plutot destinée a maintenir ses parameétres vitaux comme
son potentiel membranaire. Le découplage, par I’action des protéines UCPs est un des
parametres permettant de diminuer la production de ROS, mais également de limiter les

variations du potentiel membranaire des mitochondries.
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C - Une maladie de I’age adulte ?
Dans ce contexte, la question se pose de savoir si la SLA peut effectivement étre considérée
comme une maladie de 1’dge adulte, sachant que les perturbations de 1’homéostasie
énergétique et métabolique apparaissent trés en amont des premiers symptomes, des le stade
embryonnaire de développement dans notre modele murin. En effet, il semblerait que les
lésions mitochondriales observées soient bien antérieures aux premiers signes pathologiques.
Nous pouvons formuler I’hypothése qu’une faible demande énergétique au cours de la vie des
souris SODIm ou des patients SLA ralentirait le déclenchement des premiers symptomes.
Remarquons que la moyenne d’age du déclenchement de la maladie se situe entre cinquante et
soixante-cing ans. Cependant, dans des populations de sportifs, il semble y avoir un facteur de
risque plus €levé que dans la population générale de développer une SLA. Il a été mis en
¢vidence plusieurs cas de SLA se développant de maniére plus précoce en moyenne chez des
sportifs notamment dans une population de joueurs de football italiens (Belli & Vanacore,
2005). La question reste ouverte quand a 1’origine de I’augmentation de ce facteur de risque.
L’utilisation de pesticides sur les terrains de football ainsi que I'usage de produits dopants
pourraient en partie étre responsables de 1’augmentation du risque de développer une SLA.
Cependant, a la vue de nos travaux, nous pouvons également émettre 1’hypothése que
I’augmentation de ce risque est en partie due a une augmentation importante de la demande
énergétique lors des entrailnements physiques. Une sollicitation importante des besoins
énergétiques en ATP tout au long de la vie pourrait anticiper 1’age de déclenchement de la
maladie. Un autre exemple de sportif touché par la SLA est Lou Gehrig, dont la SLA porte le
nom aux Etats-Unis. En effet, ce jouer de football américain est décédé relativement jeune
(trente-huit ans) des suites de la SLA. Les dysfonctions énergétiques semblent donc un
¢lément central dans le processus pathologique de la SLA, mais ces perturbations sont
présentes bien en amont des premiers symptomes de la maladie. De plus, plusieurs études ont
mis en évidence qu’une augmentation d’apports énergétiques par I’alimentation permettait de
limiter la progression de la maladie (Mattson ef al., 2007; Marin et al., 2011; Lehéricey et al.,
2012). De maniere tout a fait spéculative, nous pouvons supposer que plus les demandes
énergétiques sont importantes, plus le déclenchement de la maladie sera précoce. Nous
pouvons conclure sur ce point que la SLA est une maladie se déclenchant a I’age adulte, mais

présente de maniére silencieuse d’un point de vue symptomatique, des le plus jeune age.
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Agrégats de mSOD1

Figure 35 : Schéma récapitulatif des dysfonctions énergétiques dans les motoneurones
SOD1%%%A

Les motoneurones SOD1m présentent des agrégats protéiques de SOD1m mal repliées, et mal
localisés. Ces agrégats sont présents au niveau mitochondrial. Ils vont, par la perturbation de
plusieurs mécanismes, comme la translocation métabolique par les canaux VDAC, augmenter
la production des ROS. Ces derniers étant toxiques pour la cellule, cette derniére va mettre en
place un systeme de protection via les protéines UCPs, afin de limiter la présence des ROS.
Cependant, I’activation de ces protéines de découplage va également avoir comme effet un
découplage partiel de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant une diminution de la
synthése d’ATP.

IV - Autres exemples de maladies neurodégénératives dans lesquelles

interviennent des dysfonctions mitochondriales

De plus en plus de preuves étayent amplement les dysfonctions mitochondriales comme un
facteur causal central de la pathogenése des maladies neurodégénératives, comme la maladie
de Parkinson, la maladie de Huntington, la maladie d’Alzheimer, I’ataxie de Friedreich, la
maladie de Charcot-Marie Tooth et bien sir, la sclérose latérale amyotrophique. Dans cette
partie, nous allons faire le lien entre les modifications mitochondriales observées dans notre
¢tude au cours de la SLA, et les perturbations mitochondriales mises en évidence dans
d’autres maladies neurodégénératives.

Les dysfonctions mitochondriales occupent une place centrale dans la physiopathologie des
maladies neurodégénératives chroniques. Les mitochondries, petites et dynamiques organelles
sont souvent mentionnées comme «centrales ¢lectriques des cellules» et «réservoirs d’ATP »,
et sont nécessaires pour les demandes énergétiques considérables des cellules cérébrales, y

compris les neurones. Tout défaut de fonctionnement des mitochondries du cerveau peut
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conduire a intensifier le déficit énergétique ainsi qu’a augmenter la production de ROS dans

les neurones et en fin de compte, provoquer la mort neuronale.

A — Maladie de Parkinson et mitochondries
La maladie de Parkinson est une maladie chronique, progressive et associ¢e a l’age,
caractérisée par une dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques et la présence de
corps de Lewy, inclusions d’agrégats protéiques d’a-synucléine dans les neurones
nigrostriataux. Plusieurs études ont mis en évidence des dysfonctions mitochondriales dans
les neurones dopaminergiques au cours de la maladie de Parkinson. Ces travaux impliquent
les dysfonctions mitochondriales dans la pathogénicité de la maladie de Parkinson (Lin &
Beal, 2006). Il a ¢ét¢ montré que I’utilisation d’inhibiteurs du complexe I de la chaine
respiratoire mitochondriale, comme la roténone, entraine une dégénérescence des neurones
dopaminergiques et des symptomes parkinsoniens, dans plusieurs modeles animaux et
cellulaires, ce qui suggere fortement 1’implication de perturbations mitochondriales dans la
pathogénese de la maladie (Betarbet et al., 2000; Sherer et al., 2003; Coulom & Birman,
2004; Keeney et al., 2006; Inden et al., 2007; Sherer et al., 2007; Cannon et al., 2009). De
plus, la perfusion de roténone systémique provoque a court terme une diminution de l'activité
respiratoire, augmente la perméabilit¢é membranaire de la mitochondrie et la mort cellulaire
concomitante des neurones de la substance noire dans le cerveau de rat (Panov et al., 2005).
Des analyses morphométriques et immunohistochimiques ont mis en évidence des défauts du
complexe I du systéme des phosphorylations oxydatives dans la substance noire de patients
parkinsoniens (Itoh et al., 1997). En effet, les sous-unités du complexe I mitochondrial
présentent des fonctions altérées, des perturbations d’assemblage ainsi que des dommages
oxydatifs dans le cerveau de patients parkinsoniens post mortem (Keeney et al., 2006). Des
perturbations de la chalne respiratoire mitochondriale ont également été observées dans les
muscles de patients (Blin et al., 1994). De plus, de nombreuses études ont fourni des preuves
convaincantes de D’altération du trafic mitochondrial, de la diminution de la biogénése
mitochondriale ainsi que des perturbations de la balance fission-fusion dans la maladie de
Parkinson. Plusieurs études ont montré que les protéines PINK1 et parkine régulent I’intégrité
mitochondriale, les processus de mitophagie permettant d’éliminer les mitochondries
dysfonctionnelles et régulent le transport mitochondrial axonal (Liu et al., 2012; Wang et al.,

2012). Enfin, les protéines PINKI1 et parkine sont directement impliquées dans les
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perturbations de la dynamique mitochondriale dans différents modeles animaux de la maladie

de Parkinson (Santos & Cardoso, 2012; Van Laar & Berman, 2013).

B — Maladie de Huntington et mitochondries
La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative dévastatrice a transmission
autosomale dominante, caractérisée par des lésions cérébrales au niveau du striatum, le
développement progressif de mouvements choréiformes, c’est-a-dire dyskinésiques, de
troubles comportementaux et cognitifs et de symptomes neuropsychiatriques entrainant une
mort prématurée. La maladie de Huntington est causée par la répétition anormale d’un triplet
CAG dans I’exon-1 du géne HD (Beal & Ferrante, 2004). L’¢évidence de dysfonctions
mitochondriales et de perturbations bioénergétiques dans la pathogénese de la maladie de
Huntington provient d’une remarquable perte de poids chez les patients atteints malgré le
maintien d’une alimentation normale (Browne & Beal, 2004). Les dysfonctions
mitochondriales et bioénergétiques sont présentes avant le stade symptomatique de la
maladie, ce qui fait suggérer qu’ils pourraient étre responsables de son déclenchement. Une
diminution du niveau d’ATP et des perturbations de 1’activité du complexe I de la chaine
respiratoire mitochondriale, ainsi que la réduction du ratio ATP/phosphocréatine ont été mis
en évidence dans des muscles de patients a des stades présymptomatiques et symptomatiques
suggérant des perturbations bioénergétiques (Koroshetz ef al., 1997; Arenas et al., 1998; Lodi
et al., 2000; Mochel & Haller, 2011). Le mutant Htt, modéle de la maladie de Huntington,
semble affecter des cellules trés demandeuses en énergie. La respiration mitochondriale ainsi
que la production d’ATP sont significativement altérées dans les cellules striatales des
embryons de souris Knock-in Htt mutantes (Milakovic & Johnson, 2005). De plus, le niveau
d’ATP ainsi que la capture d’ADP sont perturbés dans les tissus périphériques (Seong et al.,
2005). Le mutant Htt joue un rdle important dans les dysfonctions mitochondriales de la
maladie de Huntington a travers différents mécanismes. Les protéines mHtt peuvent se lier
directement aux mitochondries. Elles ont été localisées sur la membrane externe
mitochondriale (Panov et al., 2002; Choo et al., 2004), et notamment dans le cerveau de
souris transgéniques modeles de la maladie de Huntington (Petrasch-Parwez et al., 2007). De
plus, I’homéostasie calcique est perturbée dans la maladie de Huntington (Panov et al., 2002).
Par ailleurs, le mutant Htt peut également bouleverser le trafic neuronal des mitochondries
notamment en diminuant la motilit¢ mitochondriale (Trushina ef al., 2004; Chang et al., 2006;

Orr et al., 2008; Reddy et al., 2009). Enfin, une diminution d’expression d’UCPI1 a été
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montrée dans les mutants modeles de la maladie de Huntington (Cui et al., 2006; Weydt et al.,

20006).

C — Maladie d’Alzheimer et mitochondries
La maladie d’Alzheimer est une maladie a développement tardif, progressive et dépendante de
I’age, caractérisée par un déclin cognitif progressif. La pathologie de la maladie d’Alzheimer
implique [’accumulation intraneuronale de plaques amyloides (agrégats de AP) et un
enchevétrement neurofibrillaire (agrégats de tau). Plusieurs études suggerent que les
dysfonctions mitochondriales sont des facteurs de contribution au déclenchement de la
maladie et a sa progression. Il a été proposé « I’hypotheése d’une cascade mitochondriale »,
faisant des perturbations mitochondriales 1’événement initial de la pathogénése de la maladie
d’Alzheimer (Swerdlow et al., 2013). La forme soluble des AP entraine une diminution
d’ATP dans le cerveau de souris transgéniques modéles de la maladie d’ Alzheimer (Eckert et
al., 2008). De plus, chez des modéles animaux de la maladie, il a été mis en évidence des
diminutions des niveaux de protéines mitochondriales principalement celles des complexes I
et IV de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant une diminution de la synthése
d’ATP (Rhein et al., 2009). 1l a également été mis en évidence une diminution de 1’expression
des génes impliqués dans le transport du glucose, dans les phosphorylations oxydatives et
dans la consommation énergétique au niveau de cerveaux de patients Alzheimer
(Chandrasekaran et al., 1996). Les niveaux d’ATP, ’activité de la cytochrome oxydase ainsi
que la synthése mitochondriale d’ATP sont diminués dans les plaquettes et les tissus
cérébraux de patients Alzheimer (Aksenov et al., 1999; Bosetti et al., 2002; Cardoso et al.,
2004). Les mitochondries hippocampiques et corticales isolées de souris transgéniques Af
modeles de la maladie d’ Alzheimer présentent une altération de la respiration mitochondriale,
de la production de ROS ainsi que de ’activité de la cytochrome ¢ oxydase (Dragicevic et al.,
2010). Par ailleurs, une augmentation de la dégradation autophagique des mitochondries a été
observée dans la maladie d’Alzheimer (Moreira et al., 2007). Une étude récente a montré une
augmentation de la fragmentation mitochondriale ainsi qu’une diminution de la biogénese
mitochondriale dans les souris transgéniques AP} modeles de la maladie (Calkins & Reddy,
2011). De nombreuses études suggerent des défauts des processus de fission et de fusion
mitochondriales, des perturbations de la dynamique mitochondriale ainsi que des processus de
mitophagie a la fois chez des souris transgéniques et chez des patients Alzheimer (Santos et

al., 2010; Calkins ef al., 2011; Manczak ef al., 2011). 1l existe de fortes évidences suggérant
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que les mitochondries sont les premicres cibles des protéines précurseurs amyloides (APP :
« Amyloid Precursor Protein »), affectant les canaux mitochondriaux d’import et conduit par
I’interaction des AP avec de nombreuses protéines mitochondriales, aux perturbations de cette
organelle (Pavlov et al., 2009). Par ailleurs, différentes études ont proposé que des mutations
de I’ADN mitochondrial (ADNmt) jouaient un rdéle important dans les dysfonctions
mitochondriales et la pathogénese de la maladie I’Alzheimer. Récemment, des variations de
I’ADNmt ont été associées a la maladie d’Alzheimer (Lakatos et al, 2010). Enfin, les
dysfonctions mitochondriales et les troubles cognitifs dans les souris modeles de la maladie

sont directement proportionnels au niveau de mitochondries AP (Dragicevic et al., 2010).

D — Maladie de Charcot-Marie-Tooth et mitochondries
La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) est la forme la plus commune de neuropathie
périphérique héréditaire, caractérisée par une perte du tissu musculaire et des perturbations
sensitives. L’implication des mitochondries dans cette maladie est surtout évidente pour la
forme axonale de la neuropathie, a savoir la forme de type 2A (CMT2A). Cette forme est
principalement causée par une mutation du géne de la Mitofusin 2 (MFN2) qui code pour une
protéine de la membrane mitochondriale impliquée dans la fusion des mitochondries (Amiott
et al., 2008). Dans les neurones de souris transgéniques porteuses de la mutation humaine de
MFN2, ’activité des complexes mitochondriaux est réduite et la synthése d’ATP est diminuée
avec un phénotype similaire aux patients CMT2A (Cartoni ef al., 2010; Guillet ef al., 2011).
D’autres mutations retrouvées dans les différentes formes de CMT affectent le transport, la
dynamique et la production d’ATP mitochondrial (Cassereau et al., 2009; Cassereau et al.,

2011).

De nombreuses études suggerent que les perturbations bioénergétiques, 1’altération de
la dynamique mitochondriale, les dysfonctions du trafic des mitochondries ainsi que des
dérégulations transcriptionnelles jouent un role important dans les troubles mitochondriaux
qui surviennent au cours des maladies neurodégénératives. En effet, notre étude sur les
perturbations mitochondriales et énergétiques au cours de la SLA montre des mécanismes
communs aux différentes pathologies neurodégénératives. Ainsi, des traitements capables
d’améliorer la bioénergétique mitochondriale auraient un potentiel thérapeutique attractif dans

le traitement des maladies neurodégénératives.
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Avant de conclure, il est important de relever que I’ensemble des données obtenues sur
les modeles murins de la SLA, est issu de travaux portant sur des modeles présentant des
modifications génétiques susceptibles de déclencher une pathologie semblable a celle
observée dans le cas de patients SLA. Ces modeles sont apparentés a des SLAf, ne
représentant que 5 al10 % des SLA totales. La majorité des SLA est sporadique, mais du fait
de I’ignorance des causes de déclenchement de la maladie, 1a modélisation de cette pathologie
reste extrémement complexe. La découverte récente de la répétition de 1’héxanucléotide
CI90ORF72 sur le chromosome 9, identifié comme responsable a la fois de SLAs et de SLAT,
pourrait ouvrir une perspective de modélisation englobant les formes familiales, génétiques de
la maladie ainsi que les formes sporadiques. Ce nouveau mod¢le permettrait de mettre en
¢vidence les points communs dans les processus pathologiques sous-tendant les SLA
sporadiques et familiales. Cependant, la particularité de cette modification génétique est une

difficulté majeure dans le processus de modélisation animale.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Comme I’ensemble des maladies neurodégénératives, la SLA est une maladie aux
mécanismes complexes et encore mal définis. Depuis sa découverte en 1865 par Jean-Martin
Charcot, il a fallu attendre presque cent trente années pour que les premiéres mutations
génétiques soient identifiées. La découverte au début des années quatre-vingt dix de mutations
dans le géne codant pour la superoxyde dismutase 1, liées au déclenchement d’une SLA a
permis le développement des premiers modeles animaux de cette pathologie. L’étude des
animaux SODIm mod¢les de la maladie a permis de mettre en évidence de nombreux
mécanismes impliqués dans la mort des motoneurones, mais les candidats thérapeutiques
jusqu’alors identifiés n’ont pas montré d’efficacité chez les patients. La recherche des
mécanismes précocement touchés au cours de la maladie permettra d’identifier de nouvelles
stratégies thérapeutiques.

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence dans notre modele murin de SLA
que les dysfonctions mitochondriales ainsi que les perturbations énergétiques sont des
mécanismes touchés par une mutation de la SOD1m bien avant 1’apparition des premiers
symptdmes de la maladie. Nous avons démontré qu’il existe dans les motoneurones modéles
de la SLA un déficit énergétique qui se traduit par une diminution de la concentration
intracellulaire d’ATP. Cette altération n’est pas due a une augmentation de la consommation
mais a une diminution de la production. Cependant, 1’activité de la chaine respiratoire
mitochondriale n’est pas diminuée mais au contraire augmentée. L’hypothése d’un
découplage partiel de la chaine respiratoire dans les motoneurones SODIm a ét¢ confirmée
par les modifications des niveaux protéiques et d’ARNm des protéines de découplage UCPs,
connues notamment pour limiter les dommages oxydatifs causés par les espéces oxygenes
réactives, et maintenir un potentiel membranaire mitochondrial & un niveau correct, processus
permettant d’assurer la viabilité cellulaire. La perturbation de la bioénergétique
mitochondriale entraine une inadaptabilité des motoneurones SOD1m a une augmentation des
besoins énergétiques, par une augmentation d’activité. Les motoneurones étant des cellules
treés énergivores, les altérations observées dans ce travail permettent de comprendre pourquoi
elles sont les premicres touchées par la dégénérescence au cours de la SLA. Nous aurions
souhaité, au cours de ce travail, étudier dans un premier temps ’action d’un inhibiteur de la
glycolyse sur la consommation d’oxygene, ainsi que ’action d’un découplant exogene. De
plus, nous aurions également voulu vérifier les niveaux de protéines UCP1 et UCP3 dans les

motoneurones. Enfin, nous aurions espérer pouvoir tester électrophysiologiquement les
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motoneurones en conditions d’activation synaptique. Cependant, pour des contraintes d’ordre
techniques et temporelles, ces études n’ont pu étre menées au cours de cette thése.

Les perspectives de ce projet sont tout d’abord de vérifier ces hypotheses de
modifications bioénergétiques, dans d’autres modeles in vivo comme le modéle TDP-43.
Dans un second temps, il serait intéressant de suivre I’évolution de marqueurs de la maladie,
comme les niveaux d’ATP, ’activité du systeéme des phosphorylations oxydatives, ou les
niveaux d’ARNm et protéiques des protéines UCPs au cours du temps, afin de corréler la
variation de certains facteurs avec des étapes clefs de la maladie, comme le stade
présymptomatique ou le déclenchement. Enfin, une meilleure compréhension des mécanismes
a lorigine de ces perturbations énergétiques et mitochondriales permettrait de proposer de
nouvelles approches thérapeutiques. En effet, la capacité a pallier ces déficits énergétiques
précoces pourrait étre proposée comme stratégie thérapeutique dans le traitement de la SLA,

en repoussant le déclenchement de la maladie et/ou en ralentissant son évolution.
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Liste des publications et communications

Publications :
Loss of energy homeostasis in mice SOD1 motor neurons due to mitochondrial

uncoupling through the UCP protein pathway.

Allard L. J., Obre E., Bertot C., Farrugia F., Leger C., Rossignol R. and Le Masson G. H.
(manuscrit en cours de finalisation)

Résumés publiés:

Retrograde degeneration of motor neuron axons as a consequence of mitochondrial
dysfunction: a modeling and experimental study.

Allard L., Le Masson G. H., Henderson C. E., Przedborski S., Abbott L. F.

Neuroscience 2011 SFN (Washington - Novembre 2011)

Communication Orale :

What is the role of energy metabolism in neuronal death in amyotrophic lateral
sclerosis?

Séminaire du Neurocentre Magendie (Bordeaux - Décembre 2011)
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