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La sclérose laterale amyotrophique (SLA)



1. La sclérose latérale amyotrophique (SLA): données générales

Décrite pour la premiére fois en 1869 par Charcot, la SLA est une affection mortelle
caractérisée par une degénérescence des motoneurones spinaux, une dégénerescence des
neurones moteurs corticaux et une atrophie musculaire (Adams, Rowland) (Figure 1). Cette
maladie est a l'origine d'une faiblesse musculaire et d'une spasticité qui conduisent
progressivement a la paralysie et au décés du patient en 2 a 5 ans, la plupart du temps en
raison d'une insuffisance respiratoire (Adams, Rowland). Le diagnostic de SLA est posé sur
des criteres cliniques et il n'existe pas de marqueur diagnostique spécifique de la maladie
(World Federation of Neurology). L'incidence annuelle de la SLA est estimée a environ 0.4 et
2.25 cas pour 100.000 personnes (Armon). Les hommes sont plus touchés que les femmes
(ratio M/F : 1.5/1) et les symptdmes débutent le plus souvent aprés 50 ans (Adams, Rowland).
La SLA semble affecter plus souvent les personnes ayant une activité physique importante,
comme par exemple les sportifs et les agriculteurs (Rossatti, Giagheddu, Granieri, Chio). Par
ailleurs, le tabagisme chronique et la surcharge pondérale seraient des facteurs de risque
d'apparition d'une SLA (Nelson 2000, Nelson 2000). Dans plus de 90% des cas, la SLA est
une affection sporadique (SLAS) dont I'étiologie est inconnue.

Environ 5 a 10% des SLA sont familiales (SLAF), avec un mode de transmission
autosomique dominant dans la plupart des cas (Wong). Environ 15 a 20% des patients avec
une SLAF autosomique dominante sont porteurs de mutations ponctuelles sur le géne codant
pour I’enzyme antioxydante Cu,Zn-superoxyde dismutase (SOD1) (SOD1-SLA) (Deng,
Rosen). Bien que la SLAS et la SLAF aient une présentation clinique le plus souvent
identique, il existe néanmoins des différences entre ces 2 groupes de malades (Hand). Ainsi,
I'age moyen de début des symptdmes est de 58 ans dans la SLAS alors qu'il est de 48 ans dans
la SLAF. Par ailleurs, I'évolution de la SLAF est généralement plus rapide que celle de la
SLAS (Hand).

2. LA SLA: diagnostic clinique, échelles fonctionnelles et diagnostic différentiel

La SLA est habituellement considérée comme une affection neurodégénérative

caractérisée par une dégénérescence progressive des neurones moteurs. Une atteinte

simultanée des neurones moteurs du cortex cérebral moteur ("centraux) et des motoneurones



FIGURE 1

Les tissus affectés dans la SLA.

(modlle égiriere)




bulbaires et spinaux (“périphériques™) est nécessaire pour poser le diagnostic. Les criteres
diagnostics de la SLA ont été definis en 1994 par la Fédération Mondiale de Neurologie
(criteres dits de El Escorial) (World Federation of Neurology). Ces critéres prennent en
compte la présence de signes cliniques d'atteinte des neurones moteurs corticaux, de signes
cliniques et/ou électrophysiologiques d'atteinte des motoneurones "périphériques”, et une
extension progressive de I'ensemble de ces signes dans les territoires spinaux et bulbaires. Le
degré d'extension de I'atteinte motrice permet de classer les patients comme souffrant d'une
SLA certaine, d'une SLA probable ou d'une SLA possible (Tableau 1).

L'atteinte des neurones moteurs corticaux se traduit sur le plan clinique par une hyper-
réflexie ostéo-tendineuse, une spasticité et une inversion du réflexe cutané plantaire (signe de
Babinski). L'atteinte des motoneurones spinaux et bulbaires se traduit sur le plan clinique par
la présence d'une amyotrophie, d'un déficit moteur, de crampes et de fasciculations. Cette
atteinte du motoneurone "périphérique" se traduit sur le plan électromyographique (EMG) par
la présence dans le muscle au repos de potentiels musculaires anormaux a type de fibrillations
et de fasciculations, qui peuvent étre visibles avant méme que le muscle exploré ne devienne
cliniguement symptomatique.

Plusieurs échelles fonctionnelles reflétant I'état général du patient avec une SLA ont
été développées au cours de ces derniéres années. La plus fréquemment utilisée actuellement
est I'echelle ALS-FRS (amyotrophic lateral sclerosis functional rating scale) (Cedarbaum)
(Tableau 2). Il s'agit d'une échelle comprenant 12 items, cétés chacun de 0 (le patient est
incapable de réaliser une tache) a 4 (le patient réalise normalement la tache). Cette échelle
évalue la capacité du patient a effectuer les activités de la vie quotidienne et tient compte du
statut des muscles des membres, des muscles bulbaires et des muscles respiratoires.

Le diagnostic de SLA peut étre difficile aux stades précoces de la maladie, lorsque le
patient se présente avec une atteinte isolée du motoneurone "périphérique”. En effet, de
nombreuses affections s'accompagnant d'une atteinte du motoneurone, d'une atteinte des nerfs
moteurs périphériques ou d'une atteinte musculaire peuvent mimer une SLA. Parmi ces
affections, on retiendra en particulier I'amyotrophie bulbaire et spinale liée au chromosome X
(aussi appelée maladie de Kennedy, liée a une mutation du géne du récepteur aux androgénes)
(La Spada, Echaniz-Laguna 2005, Echaniz-Laguna 2005), I'amyotrophie spinale (liée a une
mutation du gene SMN1) (Lefebvre, Echaniz-Laguna 1999), la neuropathie motrice
multifocale avec blocs de conduction et la myosite a inclusions. Néanmoins, aucune de ces

affections ne s'accompagne de l'atteinte du neurone moteur cortical qui caractérise la SLA et



TABLEAU 1: les critéres diagnostiques de la SLA.

Criteres diagnostiques de la SLA (d'apreés les critéres révisés El Escorial)

SLA certaine

Signes d'atteinte du NMC et du MNP dans la région bulbaire et dans 2 régions spinales

SLA probable

Signes d'atteinte du MNC et du NMP dans au moins 2 territoires

SLA probable sur criteres paracliniques

Signes d'atteinte du NMC dans au moins 1 territoire et atteinte du MNP visible a 'EMG
dans au moins 2 territoires

SLA possible

Signes d'atteinte du NMC et du MNP dans un seul territoire,

ou signes d'atteinte du NMC dans au moins 2 territoires,

ou signes d'atteinte du MNP dans 1 territoire et signes d'atteinte du NMC dans les
territoires sous-jacents

NMC: neurone moteur central
MNP: motoneurone périphérique
EMG: électromyogramme




TABLEAU 2: I'échelle fonctionnelle ALSFRS.

1- Langage

4 Normal

3 Discrétement perturbé

2 Compréhensible si répété

1 Associé a une communication non verbale
0 Perte du langage

2- Salivation

4 Normale

3 Hypersalivation modérée

2 Hypersalivation marquée

1 Hypersalivation marquée, écoulement mentonnier présent
0 Ecoulement permanent

3- Déglutition

4 Normale

3 Fausses routes occasionnelles

2 Fausses-routes fréquentes

1 Suppléments alimentaires nécessaires
0 Nutrition parentérale ou gastrostomie

4- Ecriture (main dominante)

4 Normale

3 Altérée, mais lisible

2 Tous les mots ne sont pas lisibles
1 Tient le stylo mais ne peut écrire
0 Ne peut tenir le stylo

5a- Couper la nourriture et tenir les couverts (patient sans
gastrostomie)

4 Normal

3 Lent, mais peut le faire seul

2 Aide occasionnelle nécessaire
1 Nourriture coupée par un tiers
0 Gastrostomie

5b- Couper la nourriture et tenir les couverts (patient avec
gastrostomie)

4 Normal

3 Lent, mais fait toutes les manipulations seul

2 Besoin d'aide pour refermer un tube ou moduler un débit
1 A besoin d'aide de temps en temps

0 incapable de faire une quelconque procédure

6- Habillage, hygiéne

4 Normal

3 Lent mais indépendant
2 Aide intermittente

1 Aide permanente

0 Dépendance totale

7- Se tourner dans le lit/positionner les draps

4 Normal

3 Lent, mais peut le faire seul

2 Ajuste les draps avec difficulté

1 Initie le mouvement, sans aller plus loin
0 Totalement dépendant

8- Marche

4 Normale

3 Légéres difficultés

2 Nécessite une aide

1 Peut initier le mouvement, sans plus
0 Jambes immobiles

9- Monter les escaliers

4 Normal

3 Lent, mais peut le faire seul
2 Lenteur, fatigue

1 A besoin d'une aide

0 Ne peut monter les escaliers

10- Dyspnée

4 Absente

3 A la marche

2 Lors d'une activité: repas, bain, habillage
1 Au repos

0 Ventilation mécanique

11- Orthopnée

4 Absente

3 Discrete

2 A besoin de 2 oreillers pour dormir

1 A besoin de plus de 2 oreillers pour dormir
0 Ne peut dormir qu'assis

12- Insuffisance respiratoire

4 Absente

3 Aide ventilatoire intermittente

2 Aide ventilatoire continue la nuit

1 Aide ventilatoire continue jour et nuit
0 Ventilation mécanique

SCORE TOTAL: /48
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qui se manifeste habituellement dans les mois qui suivent I'apparition des signes d'atteinte du

motoneurone "périphérique” (Rowland).

3. La SLA: apport de la genétique

3.1. Génétique de la SLAS

Plusieurs études suggérent que des polymorphismes de plusieurs genes sont associés
au développement d'une SLAS. Parmi ces genes, on retrouve le géne NF-H codant pour la
sous-unité lourde des neurofilaments, le géne EAAT2 codant pour un transporteur glial du
glutamate, mais également les genes SMN1 et SMN2 codant pour la protéine SMN et le géne
vegf codant pour le facteur de croissance vasculaire VEGF (Figlewitz, Al-Chalabi, Lin,
Veldink, Corcia, Echaniz-Laguna 2002, Lambrechts). Ces associations entre polymorphismes
génétiques et SLAS restent cependant incertaines et trés controversées a I'heure actuelle. Des
variants alléliques des genes DCTN1 (dynactine) et SPG4 (spastine) ont également été mis en
évidence chez quelques patients avec une SLAS ou une SLAF et pourraient constituer un
facteur de risque génétique de cette affection (Meyer, Munch 2004, Munch 2005). La encore,
des études complémentaires sont indiquées pour prouver l'existence d'un lien entre ces
variants génétiques et la SLA.

En revanche, en ce qui concerne les SLAF, la génétique a permis de réaliser des
progres significatifs. Ainsi, I'étude par génétique moléculaire des SLAF a mené a la
découverte de mutations dans plusieurs génes au cours de ces 13 derniéres années (Tableau
3). Parmi ces génes, le plus étudié et le mieux connu est le géne codant pour la SOD1.

3.2. Le géne de la SOD1

Ce gene est situé sur le bras long du chromosome 21 et code pour l'enzyme
antioxydante SOD1 (Rosen). Plus de 100 mutations responsables de SLA ont déja éte décrites
dans ce gene depuis 1993 (wwwe.alsod.org). La plupart de ces mutations sont transmises sur
un mode autosomique dominant mais des formes récessives, liées a la mutation D90A de la
SOD1, ont également été décrites (Andersen). Les mutations de la SOD1 conduisent a des
phénotypes variables. Ainsi, la mutation A4V, la plus fréquente des mutations SOD1 dans la
population des Etats-Unis, provoque une SLA d'évolution trés rapide. A l'opposé, les
mutations G37R, G41D et G93C correspondent a des formes d'évolution lente. Les mutations
G37R, L38V et L106V sont associées a des formes de début précoce alors que les mutations
G85R, H46R et 1113T sont a l'origine de formes de début tardif (Hand).



TABLEAU 3: génétique de la SLA.

Maladie Mode de Localisation Geéne/protéine | Age de début | Caractéristiques
Transmission | chromosomique cliniques
Largement
inconnu(s).
SLA Sporadique Aucune NFH? EAAT2? Adulte Plus de 90% de
DCTN1? SMN1? toutes les SLA
SMNZ2? SPG4?
VEGF?
SLA Dominant 21022 (ALS1) SOD1 Adulte Représente
environ 20% des
SLAF de
transmission
dominante
SLA et Dominant 9921 ? Adulte Démence associée
démence
fronto-
temporale
SLA Lié au Xpl1-Xql2 ? Adulte
chromosome X
SLA juvénile Récessif 15g15-22 (ALS5) ? Adolescence Evolution lente
type 1
SLA juvénile Récessif 2033 (ALS2) Alsine Adolescence | Phénotype variable
type 3 Evolution lente
SLA juvénile Dominant 9934 (ALS4) Senataxine Avant I'age de | Evolution lente
(SETX) 25 ans Mutations
récessives
responsables
d'AOA2
SLA Dominant 18g21 (ALS6) ? Adulte
SLA Dominant 20913 (ALS8) VAPB Adulte Phénotype
variable: SLA
typique, SLA

d'évolution lente,
amyotrophie
spinale
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3.3. Les autres génes impliqués dans la SLAF

Des mutations de I’alsine ont été mises en évidence chez des patients avec une SLAF
juvénile de transmission récessive et avec une survie longue (Yang). Cette protéine posséde 3
domaines de régulation des GTPases de la famille Rho et serait impliquée dans de
nombreuses fonctions cellulaires qui restent a déterminer avec précision (Tudor). Des
mutations du gene de la senataxine (SETX) ont été décrites chez des patients avec une SLAF
de transmission dominante, de début précoce et d’évolution lente (Chen). Le gene SETX code
pour une DNA/RNA hélicase et des mutations de ce géne ont été décrites dans des ataxies
cérébelleuses avec apraxie oculomotrice de type 2 (AOA2) de transmission récessive
(Moreira). Des mutations du gene VAPB ont également été décrites chez des patients avec
une SLAF de phénotype trés variable d’un patient a I’autre, incluant des SLA typiques, des
SLA d’évolution lente et des tableaux d’amyotrophie spinale (Nishimura). D’autres loci
génétiques associés a des SLAF sont connus, dont le locus ALS6 sur le chromosome 18 et le
locus ALS5 sur le chromosome 15. Enfin, un locus sur le chromosome 9 est lié a des SLAF

associees a une démence fronto-temporale.

4. La SLA: hypothéses physiopathologiques

Les mécanismes qui ménent a la dégénérescence du motoneurone dans la SLA sont
aujourd'hui encore inconnus. La découverte de mutations du géne de I'enzyme antioxydante
SODL1 au debut des années 1990 a conduit a I'élaboration d’hypothéses physiopathologiques
impliquant le stress oxydatif, les agrégats toxiques et la mitochondrie. Les études
histologiques, biochimiques et épidémiologiques réalisées chez I'hnomme ont quant a elles
conduit a mettre en cause les neurofilaments, I'excitotoxicité glutamatergique, l'apoptose et
des infections virales. Plus récemment, le r6le de la réponse altérée a I'nypoxie, le role de
I'inflammation, le role du métabolisme et le réle du muscle squelettique ont été soulevés sur la

base de travaux réalisés sur des modéles murins et sur I'homme.

4.1. Le stress oxydatif

La découverte de mutations du gene codant pour I'enzyme SOD1 dans des cas de
SLAF suggére que le stress oxydant pourrait avoir un role a jouer dans cette pathologie.
SODL1 est une enzyme responsable de la détoxification des radicaux oxygénés. Elle catalyse la
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conversion d'anions superoxyde (02) en peroxyde d'hydrogéne (H0,), qui est ensuite
transformé en eau et en oxygéne par l'intermédiaire de la catalase et de la glutathion
peroxydase. Les meécanismes par lequel ces mutations provoquent une SLA restent mal
connus mais il semble maintenant acquis qu'il s'agit d'un gain de fonction toxique de SOD1
(Reaume). Plusieurs hypotheses ont été proposées pour expliquer ce gain de fonction toxique,
dont la nitration anormale de protéines au niveau des résidus de tyrosine (Beckman), une
activité peroxydasique anormale (Wiedau-Pazos) et un métabolisme cuprique anormal
(Culotta).

4.2. Les agrégats toxiques

Des changements de conformation de la SOD1 mutée pourraient conduire a la
formation d'agrégats toxiques pour le motoneurone. Ces agrégats ont été observés dans les
astrocytes et dans les motoneurones de modeles murins de SOD1-SLA et contiennent non
seulement de la SOD1, mais également de I'ubiquitine et des molécules chaperonnes telles
que Hsp40, Hsp70 et lalpha-béta-crystalline (Bruijn 1998, Watanabe, Shinder).
L'accumulation de SOD1 mutée pourrait également altérer I'activité du protéasome, comme

cela a été observé dans des modeles cellulaires et murins de SOD1-SLA (Allen, Kato).

4.3. Les neurofilaments

L'un des premiers signes histologiques de la SLA est la formation d'agrégats de
neurofilaments dans les corps cellulaires et dans les axones proximaux des motoneurones
(Hirano). Les données expérimentales recueillies chez des modeles murins exprimant diverses
mutations de génes de sous-unités de neurofilaments (NF-H, NF-L, périphérine) restent
néanmoins actuellement encore contradictoires et difficiles a interpréter. Ainsi, des souris
porteuses de mutations de la NF-L ou surexprimant la périphérine présentent une
dégénérescence des motoneurones (Lee, Beaulieu). En revanche, ni la surexpression, ni la
suppression des différentes isoformes de la périphérine n'a deffet sur la perte de
motoneurones chez les souris SOD1-SLA, ce qui suggére un réle physiopathologique mineur
de ces molécules dans la maladie (Lariviére). Il reste par conséquent difficile de dire a I'neure
actuelle si les anomalies des neurofilaments observées dans la SLA ne sont qu'une
conséquence du dysfonctionnement neuronal ou bien si elles sont un facteur

physiopathologique essentiel de la maladie.
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4.4. La toxicité glutamatergique

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur abondant dans le systéme nerveux
central et susceptible d'induire, lorsqu'il est en exces, la mort des motoneurones (Hugon).
Dans ce contexte, une augmentation des taux de glutamate dans le LCR de patients avec une
SLA a étée mise en évidence, de méme qu'une altération du transporteur astroglial du
glutamate EAAT2 (Rothstein 1990, Rothstein 1995). Plus récemment, il a été montré que la
ceftriaxone stimulait I'expression d'EAAT?2 et retardait la mort des motoneurones dans un
modéle murin de SOD1-SLA (Rothstein 2005). Par ailleurs, de nombreux travaux
experimentaux réalisés sur des modeéles murins de SOD1-SLA suggérent que I'excitotoxicité
glutamatergique a effectivement un réle central a jouer dans la physiopathologie de la SLA
(Kawahara, Rembach). Enfin, I'hypothése "glutamatergique” est a la base du développement
du traitement par riluzole, molécule antiglutamatergique qui permet un allongement du temps
de survie des patients avec une SLA (Bensimon). Néanmoins, l'origine de cet exces de

glutamate dans la SLA reste encore a déterminer avec précision.

4.5. La réponse cellulaire a I'hypoxie

Les symptomes et la neuropathologie de la SLA peuvent étre reproduits chez des
souris en supprimant I'élément de réponse a I'hypoxie du promoteur du géne codant pour le
VEGF (vascular endothelial growth factor) (Oosthuyse). Ces souris ont une expression basale
de VEGF normale mais sont incapables d'augmenter sa production en réponse a I'hypoxie.
L'injection d'un vecteur lentiviral exprimant VEGF dans plusieurs muscles de la souris avec la
mutation G93A-SOD1 retarde le début et ralentit la progression de la maladie, méme lorsque
le traitement est débuté apres le début de la paralysie (Azzouz). De méme, l'injection
intracérébroventriculaire de VEGF chez le rat G93A-SOD1 retarde l'apparition des
symptomes, prolonge la durée de vie et augmente les performances motrices (Storkebaum).
Chez I'nomme, des polymorphismes du gene vegf sont associés a un risque accru de SLA et
les taux de VEGF sont diminués dans le LCR des le début de la maladie (Lambrechts, Devos).
L'expression du géne vegf est induite par des facteurs de transcription répondant a I'nypoxie et
cette expression est cruciale pour maintenir et reconstituer la perfusion vasculaire des tissus.
Le motoneurones pourraient étre particulierement sensibles a I'nypoxie en raison de leur
grande taille et de leurs besoins énergétiques importants. Par conséquent, une anomalie de
fonctionnement du gene vegf et/ou des taux diminués de VEGF pourraient se révéler
particulierement néfastes pour ces cellules. Par ailleurs, le VEGF est un facteur
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neurotrophique et neuroprotecteur qui peut protéger les motoneurones en culture de la mort
induite par I'hypoxie ou par la privation de sérum (Oosthuyse, Van den Bosch). Certaines
formes de SLA chez I'hnomme pourraient donc étre le résultat d'une réponse altérée a

I'nypoxie.

4.6. Les infections virales

L'hypothése d'une origine virale de la SLA est évoquée depuis de nombreuses années
en raison de la similitude de cette affection avec la poliomyélite antérieure aigué et avec le
syndrome post-polio (Julien). Plusieurs arguments militent en faveur d'une origine virale dans
certains cas de SLA. Ainsi, certains auteurs ont retrouvé des séquences d'entérovirus dans les
motoneurones de patients avec une SLA (Berger). Par ailleurs, des cas de SLA régressive
sous traitement antirétroviral ont été décrits chez des patients infectés par le VIH (Moulignier,
McGowan). Cependant, cette hypothése « virale » semble étre loin de pouvoir expliquer la
majorité des cas de SLA.

4.7. L'inflammation

L'implication de molécules pro-inflammatoires dans la physiopathologie d'affections
neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson a conduit a
rechercher des arguments en faveur d'une inflammation locale ou systémique dans la SLA. Il
s'est avéré que cette inflammation existe effectivement dans le systéme nerveux central dans
la SLA. Ainsi, une augmentation des taux de PGE2, enzyme proinflammatoire, a été décrite
dans le LCR de patients atteints de la maladie (Almer 2002). Par ailleurs, les niveaux
d'expression de la COX2, une enzyme controlant la synthese des prostaglandines pro-
inflammatoires, sont élevés dans la moelle épiniére des souris SOD1-SLA et dans la moelle
épiniére des patients (Almer 2001, Yasojima). Enfin, des lésions inflammatoires sévéres ont
été mises en évidence au niveau de la moelle épiniére chez certains patients avec des formes
atypiques de SLA associees a une polyneuropathie demyélinisante inflammatoire sevére
(Echaniz-Laguna 2006). Neanmoins, comme dans les autres affections neurodégénératives, il
est difficile de dire si cette inflammation de la moelle épiniere dans la SLA est un élément
physiopathologique central de la maladie ou bien s'il ne s'agit que d'une réaction aspecifique

consécutive a la perte massive de cellules nerveuses (MacGeer).
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4.8. L'hypermétabolisme

Il est connu depuis plusieurs années que certains patients avec une SLA présentent un
hypermétabolisme marqué (Desport). Par ailleurs, il a été remarqué que l'expression de la
protéine découplante UCP3 était fortement augmentée dans les muscles de souris SOD1-SLA
et dans le muscle des patients avec une SLA (Dupuis 2003). Enfin, une diéte enrichie en
lipides hautement énergétiques augmente la durée de vie des souris SOD1-SLA de plus de
20% (Dupuis 2004). Cet hypermétabolisme parait étre essentiellement d'origine musculaire et
son rdle physiopathologique dans la SLA reste encore aujourd'hui a élucider.

4.9. Le role du muscle

L'origine cellulaire de la SLA est a I'origine d'un débat intense entre ceux qui estiment
qu'il s'agit d'une affection essentiellement neurodégénérative affectant primitivement le
motoneurone au niveau du corps cellulaire et/ou de son axone et ceux qui pensent que le
muscle a un rdle important a jouer dans le déclenchement de la maladie. Dans le premier cas
de figure, la dégénérescence musculaire résulterait de la dégénérescence du motoneurone
alors que dans le deuxieme cas de figure le muscle pourrait étre, du moins partiellement,
responsable de la dégénérescence du motoneurone. Les modeles murins SOD1-SLA ont
contribué a ranimer cette controverse dans la mesure ou il semble maintenant clair que ces
souris developpent une affection systémique et que la SOD1 mutée a un effet délétere non
seulement au niveau des motoneurones, mais également au niveau des astrocytes et au niveau
du muscle squelettique (Bruijn 1997, Leclerc). Dans ce contexte, il convient de rappeler que
le terme "SLA" recouvre trés vraisemblablement une population hétérogene de patients
souffrant d'affections aux mécanismes physiopathologiques différents mais aboutissant toutes
a une voie finale commune: la mort du motoneurone et la dégénérescence de la voie motrice
principale (Figure 2). Des facteurs immunologiques, vasculaires, infectieux, génétiques,
toxiques et métaboliques sont susceptibles d'intervenir et de déclencher la maladie et il est
donc concevable que le muscle contribue a la physiopathologie de la maladie chez certains

patients.

4.10. La mitochondrie
Le rble de la mitochondrie dans la physiopathologie de la SLA est I'objet d'un chapitre

ultérieur (SLA et mitochondries, page 27).



FIGURE 2

Meécanismes physiopathologiques proposés dans la SLA.
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5. La SLA: traitement

La prise en charge de la SLA est encore actuellement essentiellement symptomatique
et repose en particulier sur la kinésithérapie, l'aide ventilatoire et I'aide nutritionnelle. Sur le
plan pharmacologique, seule une molécule antiglutamatergique, le riluzole, a obtenu
l'autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le cadre du traitement de la SLA sur la base
de 2 études cliniques indépendantes dans lesquelles il a permis un allongement du temps de
survie des patients (Bensimon, Lacomblez). Le riluzole ne permet néanmoins pas de ralentir
le déclin fonctionnel des patients (Riviére) et son effet thérapeutique, mal connu, ne semble
pas étre uniquement lié a son action antiglutamatergique (Miller).

Plusieurs autres traitements pharmacologiques ont été tentés, sans succes, chez
I'nomme: la gabapentine, la vitamine E, la N-acétyl-cystéine, la créatine, le BNDF (brain
derived neurotrophic factor) et I'lGF (insulin growth factor) en sont quelques-uns.
Néanmoins, malgré ces échecs retentissants, plusieurs pistes thérapeutiques non-
pharmacologiques se sont ouvertes ces dernieres années et semblent actuellement
prometteuses. Parmi ces pistes thérapeutiques, on retiendra d'une part I'utilisation de vecteurs
viraux pour délivrer des facteurs neurotrophiques directement dans le muscle ou dans le
liquide céphalo-rachidien (LCR) des patients (Kaspar), et d'autre part l'utilisation de cellules
souches injectées dans le LCR des malades et destinées a remplacer les neurones perdus

(Mazzini).

La SLA: synthése

Au total, la SLA est une affection mortelle dont la caractéristique essentielle est la

dégénérescence des motoneurones et pour laquelle il n*existe pas de traitement curatif. Il
s'agit d'une affection le plus souvent sporadique mais il existe de rares formes familiales,
dont celles liées a des mutations du gene codant pour I'enzyme antioxydante SOD1. Le
terme ""'SLA" recouvre trés vraisemblablement une population hétérogene de patients
souffrant d'affections aux mécanismes physiopathologiques différents mais aboutissant
toutes a une voie finale commune: la mort du motoneurone. Des facteurs
immunologiques, vasculaires, infectieux, génétiques, toxiques et métaboliques sont
susceptibles d'intervenir et de déclencher la maladie. Dans ce contexte, un important
travail clinique de démembrement de I'entité ""SLA™ reste encore a réaliser avant de

parvenir a élaborer des traitements adaptes a chaque patient.



L_es mitochondries

17



18

Une des différences les plus significatives entre les eucaryotes et les procaryotes est la
possession de mitochondries. Ces organites ont été décrits pour la premiere fois en 1850 par
un auteur allemand, La Valette Saint-Georges, et chaque cellule humaine contient en
moyenne 1500 mitochondries. Les mitochondries sont les organites des cellules eucaryotes
chargés d'emmagasiner, sous forme d'adénosine 5'-triphosphate (ATP), I'énergie libérée par la
dégradation des combustibles cellulaires. Elles consomment 80% de I'oxygene que nous
respirons et produisent 90% de I'énergie que nos cellules utilisent. Les mitochondries ont
d'autres fonctions: elles participent a la thermogenese, a la synthése des hemes et des stéroides
et a la mort cellulaire programmée, ou apoptose (Delbart, Karp). Par ailleurs, il existe
différentes atteintes d'organes regroupées sous le terme de maladies mitochondriales ou
mitochondriopathies, dont le denominateur commun est Il'existence d'un déficit dans le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale en raison de mutations dans les génes
situés au niveau de I'ADN nucléaire (ADNn) ou mitochondrial (ADNmt). Enfin, les
mitochondries sont impliquées dans le vieillissement et dans la physiopathologie de

nombreuses affections neurodégénératives.

1. Les mitochondries: données générales

1.1. Structure et relations des mitochondries

La forme génerale des mitochondries est trés variable, allant de la sphere au batonnet
en passant par des disques ou des anneaux. Les mitochondries changent de forme et peuvent
fusionner en mitochondries plus grandes ou en structures plus ramifiées. Quel que soit le type
observé, les mitochondries présentent une ultrastructure standard, elles sont entourées par 2
membranes qui déterminent 2 cavités. La membrane externe est doublée par une membrane
interne définissant ainsi I'espace intermembranaire ou chambre externe, mais il existe des
zones d'accolement ou la chambre externe est inexistante. La membrane interne délimite une
cavité centrale appelée matrice mitochondriale ou chambre interne. Les mitochondries ont
des relations morphologiques privilégiées avec le reticulum endoplasmique et elles se
déplacent dans le cytosol grace au cytosquelette (Delbart, Karp).

La membrane externe ne présente (6 a 7 nm d'épaisseur) ne présente aucun caractére
morphologique distinctif. En revanche, la membrane interne est Iégérement plus fine et se

distingue par de nombreux replis qui cloisonnent plus ou moins la matrice mitochondriale et
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qui augmentent considérablement sa surface, estimée a 3 a 5 fois la surface de la membrane
externe. La matrice mitochondriale contient de petits ribosomes (mitoribosomes quelquefois
regroupés en polyribosomes) et plusieurs molécules (5 a 10 copies) d'/ADN bicaténaire
circulaire qui constituent I'ADNmt. La membrane externe est une membrane classique (40%
de lipides et 60% de protéines) caractérisée par sa grande perméabilité aux ions et aux petites
molécules. Cette perméabilité est en partie assurée par des canaux de porine, encore
appelées VDAC, pour voltage-dependent anion channel. La membrane interne est trés
particuliére, caractérisée par sa grande richesse en protéines (80%) et imperméable a la
plupart des ions (en particulier les protons) et des métabolites. La membrane interne dispose
de systemes trés sélectifs pour assurer le transport intermembranaire des combustibles et des
ions calcium. Parmi ces systemes on trouve la translocase pour I'ADP et I'ATP, ou ANT
(adenine nucleotide translocator) (Delbart, Karp).

Les sites de contact entre la membrane interne et la membrane externe sont des
structures dynamiques dans lesquelles se trouvent les pores de translocation constitues de
protéines des 2 membranes et servant a I'importation de protéines synthétisées dans le cytosol
pour la mitochondrie. Dans certaines conditions, les mitochondries sont le siege d'une
transition de perméabilité par ouverture de mégacanaux ou MTP (mitochondrial
permeability transition pores). Par ces mégacanaux fuiraient vers le cytosol des composés
appartenant aux 2 chambres mitochondriales. La structure de ces megacanaux n'est pas
entierement élucidee; ils rassembleraient des protéines appartenant aux 2 membranes: la
porine et le récepteur périphérique des benzodiazépines pour la membrane externe, la

cyclophiline D et la translocase ANT pour la membrane interne (Delbart, Karp).

1.2. Renouvellement des mitochondries

Les mitochondries ont une durée de demi-vie de l'ordre de 6 a 10 jours selon les
cellules. Le remplacement des mitochondries est assuré par la division binaire de
mitochondries préexistantes en mitochondries-filles plus petites qui augmenteront ensuite de
volume. Le mécanisme de division est rapide, de I'ordre de 60 secondes.

Les constituants mitochondriaux sont renouvelés en permanence soit par des synthéeses
se déroulant dans la mitochondrie, soit par des importations. Les mécanismes d'importation
protéique de la mitochondrie sont extrémement complexes et font intervenir des séquences
d'adressage protéique (comme par exemple des séquences de type MTS, pour mitochondrial
targeting sequence), des molécules chaperons (comme par exemple les protéines Hsp, pour
heat shock proteins), le passage des protéines au travers des 2 membranes par un pore de
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translocation (comme par exemple les protéines Tim et Tom de la levure) et enfin la prise de
configuration des protéines dans le compartiment définitif (grace en particulier a des
peptidases spécifiques de type MPP et MIP) (Delbart, Karp).

Les mitochondries sont détruites par un mécanisme d'autophagie, qui fait intervenir le
reticulum endoplasmique et les lysosomes. Il existerait un lien entre l'autophagie et la
dépolarisation des mitochondries provoquée par lI'ouverture des mégacanaux. Les Iésions qui
commandent la destruction des mitochondries sont les mémes que celles qui ouvrent les
mégacanaux et determinent la transition de perméabilité: surcharge en ions calcium,
production de radicaux libres, oxydation du glutathion et manque de combustible.
L'autophagie jouerait un role capital en éliminant les mitochondries dépolarisees et dont les

mégacanaux sont ouverts (Delbart, Karp).

1.3. Phylogenese des mitochondries

L hypothese d’une origine endosymbiotique des mitochondries est ancienne. D’une
maniere génerale, cette theorie postule que I’origine des mitochondries est un évenement bien
défini dans I’évolution des cellules eucaryotes et que les mitochondries sont les descendants
d’une bactérie qui se serait établie dans une cellule-héte possédant déja un noyau (Gray,
Strauss). L’analyse des séquences de genes indique une filiation entre les mitochondries et un
ancétre bactérien appartenant au sous-groupe des alpha-protéobactéries. Cependant, des
travaux récents réalisés sur des eucaryotes unicellulaires (protistes) ont permis de reformuler
cette hypothése (Gray, Strauss). Les mitochondries modernes dériveraient d’un ancétre
mitochondrial commun a tous les eucaryotes existants actuellement et qui serait apparu en
méme temps que le noyau (Gray, Strauss).

Jusqu’a présent, les informations sur I’organisation mitochondriale étaient
fragmentaires et disparates, rendant difficile I’établissement de filiations phylogénétiques. De
nombreux résultats sont venus grossir les informations sur les divers génomes mitochondriaux
(organelle genome database) et ont permis de retrouver les caractéristiques du génome
protomitochondrial (Gray, Strauss). Ce génome protomitochondrial ancestral contient encore
des vestiges évidents de son ancétre eubactérien et il se caractérise par la présence de
nombreux genes supplémentaires codant en particulier des protéines ribosomales de type
eubactérie, un ensemble complet de génes pour les ARNt, une organisation des genes de type
eubactérie, une compaction de I’information génétique, peu de séquences non codantes, peu
ou pas d’introns et un code génétique standard (Gray, Strauss). Les ADNmt actuels different,
parfois énormément, de I’archétype ancestral par une réduction notable de leur taille, une
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perte importante de génes, des divergences dans la structure des ARNTr et I’adoption d’un code
génétique biaisé comportant des codons non standard. La question qui se pose est de savoir
pourquoi les ADNmt ont évolué si differemment dans les divers eucaryotes. Les études
récentes indiquent que I’ADNmt serait devenu hautement actif du point de vue de la
recombinaison, ce qui aurait permis des réarrangements géniques importants (Gray, Strauss).
La symbiose de I’eubactérie parasite a eu pour conséquence directe la réduction du
nombre de ses genes contenus dans I’ADNmt, probablement en raison des risques importants
de délétions dans le parasite et/ou de la possibilité d’obtenir une compensation de la part de
I’h6te. Au départ il s’agissait des genes qui codaient la synthese des acides aminés, des
nucléotides, et pour la glycolyse anaérobie. Ce transfert de I’information génétique vers le

génome de I’hote s’est fait tres tot et s’est par la suite amplifié (Gray, Strauss).

2. Réles des mitochondries

2.1. La production d'ATP

Chez les eucaryotes non photosynthétiques, I'énergie nécessaire au fonctionnement
cellulaire est apportée par I'oxydation des nutriments. L'oxydation de ces combustibles par
I'oxygeéne libere une grande quantité d'énergie qui est mise en réserve sous forme d'une liaison
anhydride lors de la phosphorylation de I'adénosine diphosphate (ADP) en ATP. La
dégradation de I'ATP redonnera ensuite une partie de cette énergie a des fonctions biologiques
endergoniques. Un humain adulte forme et décompose environ 40 kg d'ATP par jour. Comme
cette réaction de production d'ATP consomme de l'oxygeéne, elle est assimilée a une
respiration cellulaire. Les combustibles cellulaires sont le glucose, les acides gras ou encore
certains acides aminés (Delbart, Karp). La mise en réserve de I'énergie sous forme d'ATP
impliqgue une succession d'étapes auxquelles participent tous les compartiments

mitochondriaux:

2.1.1. La premiére étape est la constitution d'un pool matriciel de coenzymes
réduits qui seront des donneurs d'électrons pour I'étape suivante. La dégradation des glucides
et des acides gras méne a la formation d'acétyl-CoA qui intégre le cycle de Krebs en méme
temps que certains acides aminés pour former les coenzymes réduits que sont le NADH et le
FADH; (Figure 3).



FIGURE 3

Dégradation des combustibles et production de coenzymes réduits dans la mitochondrie.
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2.1.2. La deuxiéme étape est le transfert des électrons des coenzymes réduits a
I'oxygene moléculaire par une serie d'étapes d‘oxydoréduction. Cette étape se déroule
dans la membrane interne au niveau d'un complexe constitué d'une cinquantaine de sous-
unités polypeptidiques qui constituent la chaine respiratoire (Tableau 4). Les molécules de
NADH et FADH, vont servir de donneurs d'électrons a I'oxygene moléculaire; le transfert se
fera par I'intermédiaire d'une succession de couples redox appartenant a la chaine respiratoire.
Ce transfert des électrons est couplé a un transport actif de protons vers la chambre
externe et a la création d'une différence de potentiel eélectrochimique au niveau de la

membrane interne.

2.1.3. La troisieme étape est la dissipation de ce potentiel électrochimique par
retour des protons dans la matrice et la synthése d’ATP au niveau de I'ATP-synthase. La
synthése d'ADP est catalysée par un complexe multiprotéique de 550 kDa appelé ATPase a
protons ou ATP-synthase ou facteur de couplage Fo/F; situé au niveau de la membrane interne
et qui couple un flux transmembranaire de protons a la phosphorylation de I'ADP. Ainsi,
I'ATP-synthase transforme une énergie électrochimique (force protomotrice) en une énergie

chimique (potentiellement contenue dans I'ATP).

2.2. Autres roles

Les mitochondries sont impliquées dans la thermogenese et le contrble du poids
corporel. Ainsi, une proportion significative de la respiration mitochondriale n'est pas couplée
a la synthése de I'ATP et une partie de I'énergie libérée par les réactions d'oxydoréduction est
dissipée sous forme de chaleur. Dans la graisse brune, une protéine de 33 KDa appartenant a
la membrane interne va dissiper le gradient de protons en procurant aux protons une voie de
retour vers la matrice différente de I'ATP-synthase. Cette protéine découple la chaine
respiratoire et I'ATP-synthase, d'ou son nom d'UCP1 (uncoupling protein 1). D'autres UCP
existent, dont UCP3 dans le muscle et UCP2 dans de nombreux tissus. La dépense
énergétique est une composante importante de la régulation du poids corporel. Une faible
thermogenése s'accompagne d'une prise de poids et toute variation de I'équilibre énergétique
s'accompagne de modifications de I'expression des génes des UCP. Ainsi, la restriction
calorique induit une perte de poids et I'augmentation de la quantité d'UCP2, alors qu'UCP3
augmente apres injection de substances pyrétiques (Delbart, Karp).

Les mitochondries interviennent également dans le cycle de l'urée, la synthése des
hormones stéroides et dans le cycle de I'neme (Delbart, Karp).



TABLEAU 4: les grands complexes protéiques de la chaine respiratoire des
mammifeéres.

Complexe Masse moléculaire Nombre de sous- Inhibiteur
(kDa) unités
Complexe | 900 42 Amital, roténone

NADH-UQ réductase

Complexe 11 200 4 Malonate
succinate-UQ
réductase

Complexe 111 250 11 Antimycine
UQH2-cyt-c
réductase

Complexe 1V 200 13 Cyanure
cytochrome c oxydase

Treize sous-unités de la chaine respiratoire sont codées par I'”ADNmt et 57 sous-unités
sont codées par I'ADNnN.
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3. Pathologies humaines et mitochondries

3.1. Mitochondries et vieillissement

Le vieillissement est un processus biologique caractérisé par un déclin des fonctions
physiologiques conduisant a la morbidité et a la mort. L'oxydation est le principal responsable
du vieillissement cellulaire. Les mitochondries sont la principale source d'oxydants et
constituent donc leur cible privilégiée (Delbart, Karp).

Le terme "espéces réactives de I'oxygéne" (communément appelées ROS, pour
reactive oxygen species) inclut les différentes formes de lI'oxygéne, les hyperoxydes et les
especes radicalaires ou radicaux libres. Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules
présentant un ou plusieurs électrons célibataires, source d'instabilité et de réactivité puisque
I'espéce radicalaire a tendance a les apparier en captant un électron d'une autre molécule ou a
les céder. La chaine respiratoire est une source importante de ROS puisque 2 a 4% de
I'oxygeéne réagissant avec la chaine respiratoire sont incompletement reéduits et donne
naissance aux ROS. Les mitochondries contiennent des systéemes antioxydants enzymatiques
comme la SOD, qui ne constituent cependant pas une arme de défense parfaite (Delbart,
Karp).

Le stress oxydatif se traduit au niveau des mitochondries par une peroxydation
lipidique, une oxydation protéique et des mutations dans I'ADNmt. Ces mutations de
I'ADNmt sont transmises pendant la division mitochondriale et vont entrainer des altérations
de la chaine respiratoire qui a leur tour vont entrainer une augmentation de la production de
ROS qui vont a leur tour endommager a nouveau 'ADNmt. Ainsi, le taux de mutations de
I'ADNmt augmente graduellement et le fonctionnement mitochondrial s'altere

progressivement avec I'age (Delbart, Karp).

3.2. Mitochondries et mort cellulaire

Les mitochondries sont un élément central de I'apoptose, ou suicide cellulaire
provoqué par l'activation de protéases particuliéres, les caspases. Les mitochondries disposent
de plusieurs moyens pour participer a la mise a mort d'une cellule: I'interruption du transport
d'électrons, la surproduction de ROS, mais surtout la libération d'agents apoptogenes. Ainsi, le
cytochrome c, constituant de la chaine respiratoire, devient apoptogene quand il est libéré
dans le cytosol. L'apoptosome des vertébrés est composé de cytochrome c, d'Apaf-1 et de
procaspase 9. Quand cette derniére est convertie en caspase 9, elle active les caspases
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orchestrant I'exécution biochimique de la cellule. 1l suffit de libérer ces protéines dans le
cytosol pour tuer la cellule. Un déreglement des mécanismes de I'apoptose intervient dans des
pathologies comme la maladie d'Alzheimer, la maladie de Huntington et l'infection par le

virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Delbart, Karp).

3.3. Anomalies de la dégradation des combustibles

Les désordres majeurs de la dégradation des combustibles cellulaires correspondent
aux erreurs du métabolisme des acides gras, de l'acide pyruvique ou des acides aminés et au
dysfonctionnement de la chaine respiratoire en raison de la sous-production d'équivalents
réduits. En pathologie humaine, les erreurs du métabolisme des acides gras comprennent les
défauts du cycle de la carnitine et les défauts de la béta-oxydation qui se traduisent le plus
souvent par des tableaux d'atteinte musculaire diffuse. Les erreurs du métabolisme de I'acide
pyruvique sont le plus souvent a l'origine d'une affection néonatale systémique seévere
conduisant au déces rapide du patient. Les erreurs de la dégradation des acides aminés sont a
I'origine de tableaux séveres associant le plus souvent une atteinte neurologique centrale et

une myopathie (Delbart, Karp).

3.4. Désordres de la phosphorylation oxydative (OXPHOS)

Le fonctionnement d'un grand nombre d'organes dépend de I'énergie fournie par les
mitochondries et une anomalie au niveau des constituants de la chaine respiratoire et du
facteur de couplage peut avoir des répercussions au niveau d'un grand nombre d'entre eux.
Ces défauts OXPHOS se caractérisent en effet le plus souvent par une trés grande variabilité
d'expressions cliniques et par l'atteinte simultanée de plusieurs organes dont le systéme
nerveux, le muscle squelettique, le foie et le pancréas. Ces défauts OXPHOS peuvent résulter
de mutations de 'ADNmt (de transmission le plus souvent maternelle) mais également de
mutations de I'ADNnN (de transmission mendélienne). Une classification en troubles primaires

et en troubles secondaires peut étre proposée (Tableau 5).

3.5. Mitochondries et affections neurodegénératives

Des anomalies mitochondriales ont été mises en évidence dans de nombreuses
affections neurodégénératives (Beal 2005). Ainsi, certaines formes familiales récessives de
maladie de Parkinson sont provoquées par des mutations du géne PINK1, qui code pour une
kinase mitochondriale. D'autres formes familiales de maladie de Parkinson sont provoquées
par des mutations des génes Parkin et DJ1 qui, lorsqu'ils sont inactivés chez la souris ou chez



TABLEAU 5: classification des désordres de la phosphorylation oxydative.

I. OXPHOS primaires
Les mutations affectent directement les complexes | a V

1) Mutations de 'ADNmt
- grands remaniements (délétion, insertion) touchant les génes des protéines et des ARNt
- petits remaniements (mutations ponctuelles) touchant les genes des protéines

- mutations dans les ARNt et ARNr

2) Mutations nucléaires

1. OXPHOS secondaires
Les mutations affectent indirectement les complexes | a V

1) Mutation dans le géne nucléaire d'une protéine n'appartenant pas a la chaine respiratoire
mais entrainant un deficit de la chaine respiratoire

- protéine intervenant dans la réplication, la transcription ou la traduction de 'ADNmt
- protéine intervenant dans l'importation des éléments de la chaine respiratoire
- protéine intervenant dans le systéme de maturation protéique

2) Agent toxique entrainant une diminution de '’ADNmt

- ROS endogeénes
- agents exogenes (méthyl-4-phényl par exemple)

Le groupe des OXPHOS primaires avec mutations de I'”ADNmt comprend notamment la
neuropathie optique de Leber (LHON), l'ophtalmoplégie externe progressive (PEO), le
syndrome NARP (neuropathy, ataxia, retinitis pigmentosa), le syndrome KSS (Kearns-Sayre
syndrome), le syndrome MERFF (myoclonic epilepsy with ragged red fibers) et le syndrome
MELAS (mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-like episodes).

Le groupe des OXPHOS primaires avec mutations de I'”ADNn comprend notamment le
syndrome de Leigh lié a des mutations du géne SURF1.

Le groupe des OXPHOS secondaires avec mutations de I'"ADNn comprend notamment
I'ataxie de Friedreich liée a des mutations du gene FRDA et la paraplégie spastique familiale
liée a des mutations de la paraplégine.

(On trouvera une revue complete et détaillée des désordres de la phosphorylation oxydative
dans les références suivantes : Dimauro 2005a, Dimauro 2005b, Dimauro 2005c¢, Taylor)
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la drosophile, provoquent des anomalies mitochondriales. Par ailleurs, les inhibiteurs du
complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale provoquent des syndromes parkinsoniens.
Dans la maladie d'Alzheimer, les mutations de I'ADNmt sont plus fréquentes dans le cerveau
des patients atteints par la maladie que chez les sujets contrdles et le peptide béta-amyloide est
retrouvé a l'intérieur des mitochondries, ou il module de maniére pathologique la production
de radicaux libres. La maladie de Huntington est provoquée par des mutations du géne codant
pour la huntingtine qui, lorsqu'elle est mutée, se fixe a la membrane externe de la
mitochondrie, diminue le recaptage calcique mitochondrial et se lie a la protéine p53 pour
induire une dépolarisation anormale de la membrane mitochondriale. Des mutations de la
paraplégine, une métalloprotéase mitochondriale, provoquent une paraplégie spastique
familiale autosomique dominante et des mutations de la pantothénate kinase 2 (PANK2),
enzyme mitochondriale, provoquent une neurodégénérescence avec accumulation de fer dans
le cerveau (maladie de Hallervorden-Spatz). La maladie de Wilson, affection concernant le
métabolisme du cuivre, a été classée dans les maladies mitochondriales car la mutation
responsable touche une ATPase spécifique du cuivre située dans les membranes
mitochondriales. Des mutations de la frataxine, protéine mitochondriale, provoquent une
diminution de l'incorporation du fer dans les mitochondries et sont a l'origine d'un syndrome
neurodégénératif: la maladie de Friedreich. Enfin, des mutations de protéines impliquées dans
la fission des mitochondries sont a l'origine d'une neuropathie optique autosomigque dominante
(OPA1, gene de la dynamin-related protein) et d'une affection dégénérative du systeme
nerveux périphérique, la maladie de Charcot-Marie-Tooth axonale autosomique dominante
(CMT2A, géne de la mitofuscine 2 [MFN2]).
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Les mitochondries: synthése

Au total, les mitochondries sont des organites cellulaires essentiels chargés
d'emmagasiner I'énergie libérée par la dégradation des combustibles cellulaires et
jouant également un role central dans la thermogenese, les phénomenes d'apoptose et de
vieillissement cellulaire. Sur le plan pathologique, les mitochondries occupent une place
de plus en plus importante dans le domaine des affections neurodégénératives humaines.
Ainsi, un dysfonctionnement mitochondrial est a la base d'affections neurodégénératives
aussi diverses que la maladie de Friedreich (mutations de la frataxine, protéine de la
membrane interne mitochondriale), la maladie de Wilson (mutations d'une ATPase
mitochondriale), la maladie de Hallervorden-Spatz (mutations de PANK2, enzyme
mitochondriale), certaines paraplégies spastiques familiales (mutations de la
paraplégine, métalloprotéase mitochondriale) et certaines formes familiales de maladie

de Parkinson (mutations de PINK1, kinase mitochondriale).
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1. Contexte

Nous avons vu dans le chapitre précédent que des anomalies mitochondriales avaient
été mises en évidence dans de nombreuses affections neurodégénératives. Dans ce contexte,
des anomalies mitochondriales ont naturellement été recherchées dans la SLA, affection
classiguement considérée comme un syndrome neurodégénératif. Ces anomalies ont été
recherchées d'une part dans les modeles animaux de SLA, a savoir les souris SOD1-SLA,
mais également dans la SOD1-SLA et dans la SLAS chez I'homme.

Nous n'aborderons pas dans ce chapitre le probleme des études de la fonction
mitochondriale réalisées dans le muscle squelettique dans la SLAS; ce sujet est
spéecifiquement discuté dans un chapitre ultérieur (SLA sporadique, muscle et mitochondries,
page 33).

2. Mitochondries et SOD1-SLA

Des mutations de la SOD1 sont responsables de la SOD1-SLA, affection familiale de
transmission autosomique dominante. L'expression de la SOD1 mutée dans des cultures
cellulaires méne a des perturbations du fonctionnement mitochondrial (Menzies). Les souris
exprimant la mutation G93A de la SOD1 présentent des anomalies du métabolisme
énergétique mitochondrial dans la moelle épiniere et dans le cerveau (Jung, Mattiazzi). De
plus, les premiéres anomalies observées dans les motoneurones des souris exprimant les
mutations G93A et G37R de la SOD1 sont des vacuoles issues de mitochondries
dégénérescentes (Higgins). L'apparition de mitochondries dégénérescentes a l'intérieur des
motoneurones immediatement avant le début des symptomes chez la souris G93A-SOD1
suggere que des anomalies mitochondriales pourraient jouer un réle fondamental dans la
physiopathologie de la maladie. Par ailleurs, des études realisées chez la souris G93A-SOD1
ont mis en évidence une altération des propriétés respiratoires des mitochondries au niveau
des fibres musculaires oxydatives (Leclerc). De plus, il a été démontré chez la souris G86R-
SOD1 une surexpression précoce de la protéine découplante mitochondriale UCP3 au niveau
du muscle squelettique (Dupuis 2003). Enfin, le traitement par créatine, molécule tampon
palliant au déficit en ATP, et le traitement par diéte hypercalorique allongent I'espérance de

vie de la souris SOD1 (Dupuis 2004, Klivenyi). L'ensemble de ces éléments suggere que les
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souris avec une SODI1-SLA présentent un dysfonctionnement mitochondrial et un
hypermétabolisme essentiellement d'origine musculaire (Gonzalez de Aguilar).

L'enzyme SOD1 est classiquement considérée comme étant une protéine
exclusivement cytoplasmique. Cependant, de nombreuses études récentes ont mis en évidence
la présence de cette protéine a l'intérieur des mitochondries. Des études faites chez des souris
transgéniques exprimant la SOD1 normale ou mutée ont démontré qu'une fraction de la SOD1
cellulaire était présente a l'intérieur de I'espace inter-membranaire de la mitochondrie
(Higgins, Jaarsma). La proportion de SOD1 intramitochondriale est estimée a environ 2% du
total de la SOD1 intracellulaire, ce qui pourrait représenter une charge tout a fait considérable
au vu du volume limité de I'espace inter-membranaire de la mitochondrie (Mattiazzi).

De nombreuses données suggeérent qu'un dysfonctionnement mitochondrial pourrait
étre un élement central de la physiopathologie de la SOD1-SLA. A l'inverse de la SOD1
sauvage, la SOD1 mutante se lie aux protéines du choc thermique (heat shock proteins, ou
HSP), conduisant a la formation d'agrégats qui empéchent I'entrée de ces protéines dans les
mitochondries (Okado-Matsumoto). L'expression chez la levure de la SOD1 avec les
mutations A4V ou G93A meéne a une diminution du transport d'électrons dans la mitochondrie
(Gunther). D'autres études ont montré que la respiration mitochondriale et la synthése d'ATP
étaient séverement perturbées chez la souris SOD1 avec la mutation G93A (Mattiazzi). De
plus, ces souris preésentent d'importants dommages oxydatifs au niveau des lipides et des
protéines mitochondriales (Mattiazzi). On observe au niveau de la moelle épiniere des souris
SOD1-G93A des mitochondries contenant des agrégats de SOD1 de haut poids moléculaire et
qui ont une capacité de recaptage du calcium effondrée, et cela dés I'age de 35 jours, c'est-a-
dire avant l'apparition des symptdomes (Damiano). Les variants SOD1 sont préférentiellement
captés au niveau de la moelle épiniére par rapport aux SOD1 sauvages (Liu). Cette
localisation préférentielle des protéines SOD1 mutées au niveau des mitochondries de la
moelle épiniere a également été retrouvée chez un patient avec une SOD1-SLA (Liu). Les
protéines SOD1 mutées étaient étroitement agrégées et entremélées avec des protéines de la
membrane mitochondriale externe (Liu).

LA SOD1 sauvage et la SOD1 mutée se lient toutes 2 a la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 au niveau de la membrane externe de la mitochondrie (Pasinelli). Cette interaction a été
observée in vitro mais également in vivo chez les souris SOD1-G93A et au niveau des
mitochondries de la moelle épiniere chez un patient avec une SOD1-SLA (Pasinelli). Les
protéines SOD1 mutées forment des agrégats de haut poids moléculaire au niveau des

mitochondries de la moelle épiniere mais pas au niveau des mitochondries du foie (Pasinelli).
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Ces données suggerent que la séquestration de Bcl-2 et le déclenchement subséquent de
I'apoptose pourrait étre I'un des mécanismes par lesquels les protéines SOD1 mutées
pourraient provoquer la maladie. Des études récentes ont montré que les protéines SOD1
mutées sont présentes non seulement au niveau de la membrane externe de la mitochondrie
mais également au niveau de la matrice mitochondriale, ou elles forment des agrégats qui
pourraient contribuer a la dysfonction mitochondriale (Virjayvergiya). Dans ce contexte, il est
intéressant de noter que I'expression ciblée in vitro de la SOD1 mutée au niveau de la matrice
mitochondriale déclenche la libération de cytochrome ¢ par la mitochondrie et induit par
consequent les cascades apoptotiques intra-cellulaires (Takeuchi).

L'ensemble de ces données suggere de maniere convaincante qu'un dysfonctionnement
mitochondrial est bien un élément clef de la physiopathologie de la SOD1-SLA. Il faut
néanmoins garder a l'esprit que la SOD1-SLA, qui représente moins de 2% des cas de SLA
chez I'homme, est une affection vraisemblablement trés différente de la SLAS malgré de
nombreux points communs cliniques et anatomo-pathologiques (Hervias). Il faut donc rester
extrémement prudent et se garder d'extrapoler inconsidérément les données obtenues dans la
SOD1-SLA a toutes les formes de SLAS, notamment en ce qui concerne les traitements qui
ciblent des événements pathologiques qui pourraient n'étre spécifiques que de certaines
formes de la maladie.

3. Mitochondries et SLAS

Un certain nombre d'études, realisees pour la plupart sur du tissu humain post-mortem
ou sur des biopsies, suggerent qu'un dysfonctionnement mitochondrial pourrait étre impliqué
dans la physiopathologie de la SLAS. Ainsi, des anomalies morphologiques ont été observées
au niveau des mitochondries de la partie proximale des axones et au niveau des mitochondries
de la corne antérieure de la moelle épiniere chez des patients avec une SLAS (Hirano, Sasaki).
Des agrégats sub-sarcolemmiques de mitochondries anormales ont été observés dans les nerfs
intramusculaires et dans le muscle squelettique et une augmentation du volume mitochondrial
et des taux de calcium a été identifiée au niveau de la partie distale des axones des
motoneurones (Afifi, Atsumi, Siklos).

Sur le plan fonctionnel, des anomalies de la chaine respiratoire mitochondriale ont été
décrites dans la moelle épiniére de patients avec une SLA (Borthwick, Wiedemann 2002).
Des anomalies mitochondriales fonctionnelles et morphologiques ont également été observées
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dans le tissu hépatique, obtenu par biopsie, de patients avec une SLAS (Masui, Nakano). Une
étude a également montré que les lymphocytes circulants de patients avec une SLAS avaient
une réponse anormale aux inhibiteurs de la phosphorylation oxydative, suggérant ainsi
I'existence d'un dysfonctionnement mitochondrial (Curti). Des études réalisées sur des
hybrides cytoplasmiques (cellules sans ADNmt repeuplées avec de 'ADNmt d'un donneur)
obtenus a partir de mitochondries de patients avec une SLAS ont montré que ces
mitochondries présentaient des défauts de la chaine respiratoire, produisaient des radicaux
libres en excés et présentaient une homéostasie calcique défectueuse (Swerdlow). Ces
anomalies ont été observées dans des hybrides cytoplasmiques générés a partir de cellules de
neuroblastome mais n‘ont pas été observées lorsque des cellules non-neuronales étaient
utilisees (Gajewski). Cette différence suggere que les anomalies mitochondriales ne
pourraient étre présentes dans la SLAS qu'au niveau des cellules exprimant un phénotype
neuronal.

Bien que les données précédentes soient en faveur de Il'existence d'un
dysfonctionnement mitochondrial dans la SLAS, il est utile de rappeler ici que des études
réalisées sur du tissu post mortem ou sur des biopsies de patients déja symptomatiques sont
d'utilité trés limitée en ce qui concerne I'étude la fonction mitochondriale (Hervias). En effet,
ces travaux ne pourraient refléter que le processus neurodégénératif a son stade ultime. En
I'absence d'un modele fiable de SLAS dans lequel il serait possible de suivre les modifications
de la fonction mitochondriale avant et apres le début des symptémes, il est actuellement
virtuellement impossible de déterminer si la mitochondrie est impliquée de maniére causale
dans la physiopathologie de la SLAS ou bien si elle n'est que la victime d'un processus

pathologique situé en amont.
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SLA et mitochondries: synthése

Au total, il existe actuellement de nombreux arguments expérimentaux solides en
faveur de I'existence d'un dysfonctionnement mitochondrial dans la SOD1-SLA. Ce
dysfonctionnement est systémique et semble étre particulierement marqué dans le tissu
nerveux et dans le tissu musculaire. Ces anomalies mitochondriales ont été pour la
plupart identifiées grace a I'étude de modeles murins SOD1-SLA. En revanche, les
données concernant la fonction mitochondriale dans la SLAS en dehors du muscle
squelettique sont rares et d'interprétation délicate. En effet, ces études ont été réalisées
le plus souvent sur du tissu post mortem ou sur des biopsies de patients déja
symptomatiques; les anomalies observées pourraient donc n'étre que le reflet d'un
processus pathologique a son stade ultime. Il n'y a en tout cas actuellement aucun
argument définitif permettant d'affirmer que les mitochondries jouent un role

physiopathologique central dans la SLAS.
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1. SLA sporadique, muscle et mitochondries: le contexte

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’un dysfonctionnement mitochondrial
pourrait étre en partie responsable de la SOD1-SLAF et qu’un tel dysfonctionnement pourrait
étre impliqué dans la physiopathologie de la SLAS. Plusieurs équipes européennes, dont la
notre, se sont attachées dans ce contexte a étudier le fonctionnement mitochondrial chez des
patients avec une SLAS au niveau d’un tissu affecté par la maladie et facilement accessible
par biopsie : le muscle squelettique. Dans ce chapitre, nous reprenons de maniere exhaustive
I'ensemble des données publiées dans la littérature concernant le fonctionnement
mitochondrial dans le muscle squelettique dans la SLAS; nous décrivons ensuite nos travaux
personnels dans ce domaine avant de terminer par une tentative de synthese sur ce sujet

controverseé.

2. SLA sporadique, muscle et mitochondries: les données de la littérature

Les données concernant la fonction mitochondriale dans le muscle squelettique de
patients avec une SLAS sont le plus souvent contradictoires et globalement difficiles a
interpréter. Ainsi, il a été montré que la production de lactates était augmentée chez le patient
avec une SLAS par rapport a des sujets sains lors de la réalisation d'une épreuve d'effort sur
bicycle ergométrique, suggérant I'existence d'un défaut du métabolisme oxydatif dans le
muscle a l'effort dans la SLAS (Siciliano). Néanmoins, des anomalies similaires ont été
observées chez des patients avec une dénervation chronique non-liée a la SLA, suggeérant
ainsi que ce défaut n'est pas spécifique de la SLA mais résulte plutét de la dénervation
musculaire qui accompagne l'affection (Karpati). De méme, une augmentation significative de
mutations de I'ADNmt a été décrite dans le muscle squelettique de patients avec une SLAS
(Ro). Néanmoins, le taux de ces mutations restait faible (<0.5%) par rapport aux taux
retrouvés chez des patients avec des myopathies mitochondriales (30-80%) ce qui suggére que
cette anomalie a un impact marginal sur le plan physiopathologique dans la SLAS et qu'elle
ne constitue donc vraisemblablement qu'un événement musculaire secondaire a la
dégénérescence du motoneurone et/ou a la dénervation (Ro). Une augmentation des taux
d’ARNm de la protéine UCP3 dans le muscle squelettique de 7 patients avec une SLAS par

rapport a 3 sujets avec une myopathie et par rapport a 6 sujets avec une déenervation non-liee a
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une SLAS a également été récemment démontrée (Dupuis 2003). Dans ce méme travail, les
taux de protéine UCP3 étaient augmentes de facon massive dans le muscle squelettique de 14
patients avec une SLAS par rapport a des sujets normaux (Dupuis 2003). Ces données
suggerent qu'il existe dans la SLAS une dérégulation de l'expression des protéines
découplantes et donc un dysfonctionnement mitochondrial dans le muscle squelettique. Ces
observations portent néanmoins sur un petit nombre de cas et mériteraient certainement d'étre
confirmées sur une plus large série de patients.

Plusieurs travaux réalisés par une méme équipe allemande ont été consacrés a I’étude
de la fonction mitochondriale dans des biopsies de muscle de patients avec une SLAS
(Wiedemann 1998, Vielhaber 1999, Vielhaber 2000). La premiere étude mettait en évidence
des anomalies de la fonction respiratoire dans les fibres perméabilisées a la saponine, une
activité NADH :CoQ oxydoréductase trés réduite et une diminution significative de la chaine
respiratoire mitochondriale chez 14 patients avec une SLAS en comparaison avec 28 sujets
contrbles (Wiedemann 1998). La deuxiéme étude revelait une activité tres réduite du
complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale, de distribution tres hétérogéne entre les
différentes fibres musculaires, chez 26 patients avec une SLAS en comparaison avec 28 sujets
controles (Vielhaber 1999). Sur le plan expérimental, les techniques utilisées dans ces deux
travaux comprenaient une mesure de l’activité respiratoire et des activités enzymatiques
mitochondriales sur des fibres perméabilisées a la saponine, ainsi qu’une étude des fibres
musculaires marquées avec des flavoprotéines par microscopie a fluorescence. La troisieme
étude mettait en évidence dans le muscle squelettique de certains patients avec une SLAS des
délétions multiples de I'ADN mitochondrial, une diminution globale des taux musculaires
d’ADNmt et une diminution des taux de I'enzyme manganese-SOD (Mn-SOD) (Vielhaber
2000). Cependant, ces 3 études sont soumises a des biais majeurs. Premierement, ces études
ont été réalisées chez des patients avec une SLAS évoluant depuis plusieurs années (entre 2 et
4 ans) et il est donc possible que les altérations relevées ne soient que le résultat de la
dénervation (Beal 2000). Dans ce contexte, I'étude d'un groupe contréle avec une dénervation
chronique non-liée a une SLA aurait certainement été utile. Deuxiémement, le niveau
d'activité physique des patients et des sujets contréles n'est indiqué dans aucune de ces 3
études alors méme qu'il s'agit d'une donnée fondamentale puisque le niveau d'entrainement
physique d'un sujet est directement corrélé a sa fonction respiratoire mitochondriale
musculaire (Hoppeler, Mettauer). Ainsi, l'exercice non seulement augmente le contenu
mitochondrial des cellules du muscle squelettique, mais il augmente également le niveau

d'activité des enzymes oxydatives musculaires et la production d'ATP musculaire (Holloszy
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1967, Henriksson, Holloszy 1984). Par conséquent, en lI'absence d'un appariement correct, les
différences constatées au niveau de la respiration mitochondriale entre les sujets contréles et
les patients avec une SLAS pourraient n'étre que le reflet d'une différence d'activité physique
entre ces 2 groupes. Enfin, les sujets contrdles n'étaient pas stricto sensu des sujets sains
puisqu'ils avaient pour la plupart de discrétes anomalies myogenes a I'examen EMG.

D'autres études consacrées a la respiration mitochondriale dans la SLAS ont été
réalisées depuis et ne retrouvent pas les anomalies observées précédemment. Ainsi, une étude
de la chaine respiratoire mitochondriale dans des homogénats de muscle squelettique et dans
des cultures cellulaires de patients avec une SLAS n'a retrouvé aucune anomalie (Bradley). Il
était cependant noté une discréte diminution de I'expression des protéines mitochondriales
chez les patients avec une SLAS par rapport aux contréles (Bradley). Une étude de la fonction
mitochondriale dans le muscle squelettique de 24 patients avec une SLAS (groupe SLAS), de
21 sujets contrdles et de 23 patients avec une dénervation musculaire non-liée a une SLA
(groupe NA) a récemment été réalisée (Krasnianski). Cette étude a retrouvé des signes de
diminution focale de I'activité oxydative mitochondriale dans certaines fibres musculaires,
une diminution tres modérée des ratios mt/nADN et une augmentation de l'activité des
marqueurs mitochondriaux citrate synthase et succinate déhydrogénase dans les groupes
SLAS et NA en comparaison avec le groupe contrble. L'activité des enzymes de la chaine
respiratoire mitochondriale était similaire dans les 3 groupes. Ces observations suggérent qu'il
existe effectivement bien de discrétes anomalies mitochondriales dans le muscle squelettique
dans la SLAS, mais que ces anomalies résultent de la dénervation et ne sont pas spécifiques
de la SLAS (Krasnianski).

3. SLA sporadique, muscle et mitochondries: travaux personnels

Au vu des données précédentes, nbtre projet de recherche s’est articulé autour de 2
interrogations: premierement, des anomalies mitochondriales sont-elles réellement présentes
dans la SLAS? Deuxiémement, si des anomalies mitochondriales sont effectivement
présentes, sont-elles un facteur physiopathologique central de la maladie ou bien ne sont-elles

qu’un épiphénomeéne non spécifique, résultant par exemple de la dénervation?

3.1. Considérations techniques
Pour répondre & ces questions, nous avons décidé d'utiliser la technique des fibres
musculaires perméabilisées a la saponine mise au point par Veksler en 1987 pour réaliser des
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études oxygraphiques de la fonction mitochondriale in situ (Veksler). La saponine, glycoside
d'origine vegétale et analogue de la digitonine, est capable d'induire a tres faible concentration
(50-100ul/ml) la perméabilisation du sarcolemme tout en laissant toutes les structures
intracellulaires, mitochondries comprises, intactes (Saks). Cette technique combine trois
avantages majeurs pour étudier le fonctionnement de la mitochondrie: premierement, un trés
petit prélevement tissulaire est suffisant pour réaliser I'étude; deuxiemement, toute la
population mitochondriale cellulaire peut étre explorée; troisiemement, les mitochondries sont
étudiées dans leur milieu naturel (Saks). L'étude de la consommation d'oxygéne des fibres
musculaires perméabilisées a la saponine a constitué un apport innovant a la connaissance de
la biologie du muscle. Cette consommation d'oxygéne est enregistrée a l'aide d'une électrode
de Clark dans un oxygraphe relié a un ordinateur (Figure 4). Cette technique permet d’étudier
non seulement la capacité oxydative des fibres musculaires, mais également la perméabilité de
la mitochondrie & I'ADP (Figure 5). Enfin, I’étude de la chaine respiratoire est rendue
possible grace a I'utilisation de différents substrats et inhibiteurs spécifiques permettant
d’évaluer les complexes I-1lI-1V, 1I-1l1I-1V et le complexe IV de la chaine respiratoire
(Figures 6 et 7).

3.2. Etude de la fonction mitochondriale chez le patient souffrant d'une SLAS

(publication n°1 et publication n°2)

Dans un premier temps, nous avons étudié les propriétés des mitochondries
musculaires in situ chez 14 patients avec une SLAS a un stade précoce de la maladie (durée
moyenne d'évolution: 9 mois; score ALSFRS moyen: 40) en utilisant la technique des fibres
perméabilisées a la saponine sur des fragments musculaires obtenus par biopsie (Echaniz-
Laguna 2002). Les données obtenues ont été comparées a celles obtenues dans un groupe
contrble de 7 sujets normaux appariés pour I’age, le sexe et le niveau d’activité physique. Le
niveau d'activité physique des sujets sains et des patients avec une SLAS avait été déterminé
par une épreuve d'effort incrémentale sur cycloergometre avec mesure de la consommation
d'oxygene (VO,). Les patients avec une SLAS ne présentaient ni insuffisance respiratoire, ni
perte de poids significative, deux parametres qui auraient pu influer sur les résultats des
études de respiration mitochondriale. Les biopsies avaient par ailleurs été réalisées
uniquement au niveau du muscle vastus lateralis gauche chez tous les patients afin d'éviter la
variabilité inter-musculaire des mesures. Nous avons ainsi observé que les niveaux de
respiration mitochondriale basale (V0) et maximale (VMAX) étaient identiques dans les 2

groupes. Nous avons également montré que l'activité des complexes de la chaine respiratoire



FIGURE 4

Mesure oxygraphique de la consommation mitochondriale d'oxygene.
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FIGURE 5

Etude de la respiration mitochondriale (I).

L’oxygraphie permet non seulement de mesurer la consommation basale d’oxygene (Vo),
mais également la consommation maximale d’oxygene (Vmax) apres addition successive
d’ADP. Le Km apparent pour I’ADP est calculé en utilisant I’équation de Michaelis-
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FIGURE 6

Etude de la chaine respiratoire mitochondriale (11).

+
H yt
NADHR-L
neductase
H+ o= - e
m AN ATP
ATP Synth&tﬂse
Ht R
't 1
AN Matrix 10 T
22 TR
SUCCINATE = =7 2H + iﬂf 2e_ S
' ‘_* I' . el
w i Cytoct nma "1::
Reg
@ ‘“”MYG'\E L‘ym{: ome
Jr,f, b -,H Oxida
H+ . 15 " H'i'
. ""-I '
H'i'
Inter- :
membrane Space H
TMPD-ASCORBATE
Evaluation des complexes I, 111 et IV (Vgiu-mal) : le glutamate est utilise comme substrat
Evaluation des complexes I, 111 et 1V (Vsuccinate) : 16 complexe | est bloqué avec de la

roténone et le succinate est utilis¢ comme substrat.

Evaluation du complexe 1V (V1mpp-ascorbate): 1€ complexe 111 est bloqué avec de
I’antimycine A et le TMPD-ascorbate est utilisé comme donneur d’électrons.



FIGURE 7

Etude de la chaine respiratoire mitochondriale (111) : déroulement chronologique.

Concentrationd'Q, en M
A




38

était identique dans les 2 groupes. Ces résultats obtenus a partir d'une mesure ponctuelle
suggerent qu'il n’existe pas de dysfonctionnement mitochondrial majeur dans le muscle
squelettique dans la SLAS a un stade précoce de la maladie. Néanmoins, ces résultats ne nous
permettent pas d’exclure une anomalie mitochondriale musculaire apparaissant plus
tardivement au cours de I’évolution de la maladie (Echaniz-Laguna 2003).

Nous avons par consequent étudié dans un deuxieme temps les propriétés des
mitochondries musculaires in situ chez 7 patients avec une SLAS a un stade précoce de la
maladie (durée moyenne d'évolution: 9 mois; score ALSFRS moyen: 40), chez ces mémes 7
patients 3 mois plus tard (durée moyenne d'évolution: 12 mois; score ALSFRS moyen: 35), et
chez 7 sujets normaux appariés pour I’age, le sexe et le niveau d’activité physique (Echaniz-
Laguna 2006). La encore, les patients avec une SLAS ne présentaient ni insuffisance
respiratoire, ni perte de poids significative, et les biopsies ont toutes été réalisées au niveau du
muscle vastus lateralis gauche. Il convient par ailleurs de noter que les patients étaient traités
lors de la deuxiéme biopsie avec du riluzole, molécule capable d'induire des modifications du
fonctionnement mitochondrial in vitro. Nous avons observé une augmentation significative de
la VMAX et une diminution significative du niveau d’activité du complexe IV de la chaine
respiratoire mitochondriale lors de la deuxiéme biopsie chez les patients avec une SLAS par
rapport a la premiére biopsie chez ces mémes patients 3 mois plus tot. Ces résultats suggérent
gu’il existe donc bien une altération progressive de la fonction mitochondriale dans le muscle
squelettique dans la SLAS au fur et @ mesure que la maladie progresse. Néanmoins, dans la
mesure ou ces anomalies mitochondriales ne sont pas présentes aux stades précoces de
I'affection et qu'elles n'apparaissent qu'assez tardivement, il apparait comme trés probable
gu'elles ne soient pas spécifiques de la SLAS et qu'elles résultent de la denervation musculaire
progressive observée dans cette affection. Ces résultats tendent a montrer qu'un
dysfonctionnement mitochondrial musculaire n'est pas un élément physiopathologique central
de la SLAS.
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SLA sporadigue, muscle et mitochondries: synthése

Au total, les données obtenues jusqu'a présent dans le domaine de la respiration
mitochondriale dans le muscle squelettique dans la SLAS apparaissent a premiére vue
contradictoires. Cette variabilité extréme des observations résulte en trés grande partie
de nombreux biais jouant sur la respiration mitochondriale et difficiles & controler dans
une étude incluant des patients le plus souvent hétérogénes en termes de duree
d'évolution de la maladie, de niveau d'activité physique, de perte de poids, d'insuffisance
respiratoire, d'intensité et d'étendue de la dénervation, de traitement par riluzole et de
muscle biopsié. Néanmoins, au fur et @ mesure que des études méthodologiquement
correctes sont publiées, il apparait de plus en plus clairement que, contrairement a ce
qui peut étre observé dans la SOD1-SLA, un dysfonctionnement mitochondrial dans le
muscle n’est pas un élément physiopathologique central dans la SLAS chez I’lhomme au

stade précoce de la maladie.



Publication n°1

Mitochondrial respiratory chain function in skeletal
muscle of ALS patients

A Echaniz-Laguna, J Zoll, F Ribera, C Tranchant, JM Warter, J Lonsdorfer
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Ann Neurol 2002; 52:623-627
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Publication n°2

Mitochondrial function in skeletal muscle of ALS patients
Is progressively altered as the disease develops: a temporal
study in man

A Echaniz-Laguna, J Zoll, E Ponsot, B N’Guessan, C Tranchant, JP Loeffler
& E Lampert.

Exp Neurol 2006; 198:25-30.
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Commentaire sur la publication n°2

Is ALS a systemic disorder? Evidence from muscle
mitochondria

Stanley H Appel.

Exp Neurol 2006; 198:1-3.
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1. SLA et réticulons: le contexte

Le diagnostic de SLAS ne peut étre actuellement posé que sur des arguments
cliniques. En effet, un patient doit obligatoirement présenter des signes d’atteinte du
motoneurone spinal (amyotrophie, fasciculations, atrophie neurogene a I'EMG) et des signes
d’atteinte du neurone moteur cortical (hyper-réflexie ostéo-tendineuse, spasticité, signe de
Babinski) pour que le diagnostic définitif de SLAS puisse étre posé. Il n’existe actuellement
aucun marqueur, biologique ou autre, spécifique de cette affection. Plusieurs études récentes
semblent néanmoins indiquer que le niveau d'expression du géne NogoA dans le muscle

pourrait constituer un marqueur diagnostique de la maladie.

2. SLA et réticulons: données de la littérature

Le géne NogoA, aussi appelée RTN4A, appartient a la famille des génes dits
«réticulons» (RTNSs), qui comprend trois autres genes: RTN1, RTN2 et RTN3 (Brittis,
Oertle). Chacun de ces genes est I’objet d’un épissage alternatif qui est a I’origine de plusieurs
isoformes protéiques. Ainsi, le géne NogoA peut étre exprimé sous la forme de trois
transcrits : RTN4A (NogoA), RTN4B (NogoB) et RTN4C (NogoC) (Brittis, Oertle). NogoA
est exprimé dans les oligodendrocytes, certaines populations neuronales, le cceur et le testicule
(Brittis, Oertle). Par contre, NogoA n’est exprimé dans le muscle squelettique qu’au stade
embryonnaire et post-natal précoce, alors que NogoC est exprimé dans le muscle squelettique
adulte (Magnusson). Sur le plan cellulaire, les RTNs sont localisés au niveau de la membrane
du reticulum endoplasmique (RE) (Oertle). La protéine NogoA est également retrouvée dans
I’appareil de Golgi et, en petites quantités, dans la membrane plasmique des oligodendrocytes
et des fibroblastes (Oertle). Les RTNs sont des protéines trans-membranaires avec deux
domaines trans-membranaires putatifs qui leur permettent vraisemblablement de prendre deux
conformations trans-membranaires différentes, a deux ou trois domaines intra-membranaires
(Oertle). L’expression de NogoA semble étre réprimée dans certains neurones et dans le
muscle squelettique apres la différentiation cellulaire (Oertle). La dé-différentiation des
cellules musculaires, par exemple apres dénervation, semble conduire a une répression de
I’expression de NogoC et a une sur-expression de NogoA (Dupuis 2002, Magnusson). Cette
sur-expression de NogoA ne serait retrouvée que dans la dénervation consécutive a une SLA,

alors qu’elle ne serait pas retrouvée dans la dénervation consécutive a une polyneuropathie ou
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a une myopathie (Dupuis 2002). La fonction exacte des RTNs n’est pas connue. Il a été
suggéré que ces protéines pourraient jouer le réle de transporteurs dans le RE et dans
I’appareil de Golgi, mais également qu’elles pourraient étre impliquées dans la stabilisation
structurale de I’ER et dans la division cellulaire (Oertle). NogoA est un puissant inhibiteur de
la croissance du neurite et constitue un régulateur négatif fondamental des phénomeénes de
plasticité et de régenérescence du systeme nerveux central (Oertle).

Par northern-blot, il a été montré qu'il existe des variations de I'expression des trois
isoformes de Nogo dans la moelle épiniére lombaire de souris avec la mutation G86R de la
SOD1 au cours du développement de la SLA (Dupuis 2002). Il a également été montré que
Nogo eétait exprimé dans le muscle squelettique avec, chez les souris G86R, une expression
ectopique de I’isoforme A et une répression de I’isoforme C sans que le niveau de I’isoforme
B soit modifié. Comme l'ont montré les expériences d'axotomie, cette répression de
I’expression de I’isoforme C est le reflet de I’état de dénervation des muscles alors que
I’expression ectopique de NogoA semble spécifique a la SLA (Dupuis 2002). L’étude de
I’expression de Nogo dans des biopsies musculaires d’individus sains, de patients atteints de
SLA, de patients souffrant de polyneuropathies ou d'autres maladies musculaires a permis de
montrer que le profil global d’expression de Nogo observé chez les souris G86R est retrouvé
spécifiquement chez les patients atteints de SLA (Dupuis 2002). Ces observations ont permis
de proposer I’étude de I’expression de Nogo, et tout particulierement de NogoA, dans les

biopsies musculaires comme marqueur diagnostique précoce de la SLA (Dupuis 2002).

2. SLA et réticulons: travaux personnels

2.1. Etude de I’expression du géne NogoA dans le muscle squelettique de patients
avec une atteinte isolée du motoneurone spinal

En pratique quotidienne, certains patients présentant une atteinte isolée du
motoneurone spinal (amyotrophie, fasciculations, crampes, atrophie neurogéne a I’EMG)
d’origine inexpliquée posent un défi diagnostique particulierement ardu. En effet, bien que
ces patients soient tres fortement suspects de souffrir d’une SLAS débutante, le diagnostic
définitif ne peut étre posé en I’absence de signes d’atteinte du neurone moteur cortical. 1l faut
quelquefois attendre plusieurs mois avant que cette atteinte n’apparaisse, retardant d’autant le
diagnostic et I’instauration du traitement par riluzole. Dans ce contexte, il serait intéressant de

disposer d’un test qui permette de poser précocement le diagnostic de SLAS chez ces patients.
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Nous avons étudié par western blot (WB) le pattern d’expression du gene Nogo dans
le muscle squelettique de six patients qui présentaient cliniquement une atteinte isolée du
motoneurone spinal afin de déterminer si I'expression du géne NogoA dans le muscle de ces
patients était un facteur prédictif d'évolution vers une SLAS. Les caractéristiques cliniques et
les résultats des examens complémentaires de ces patients sont résumés dans le Tableau 6.
Sur les six patients étudiés, cing ne présentaient pas de bande NogoA et un seul présentait une
bande NogoA de 250 kD au WB. Le bilan de réévaluation clinique et paraclinique réalisé 3 a
12 mois aprés le bilan initial nous a permis de corriger un certain nombre de diagnostics et
nous a permis de poser le diagnostic de SLAS chez un seul patient, qui était justement celui
qui exprimait NogoA dans le muscle squelettique (Tableau 7). Ces résultats suggerent que
I’expression de NogoA dans le muscle squelettique pourrait constituer un marqueur
diagnostique de la SLAS a un stade précoce de la maladie, lorsque le tableau clinique n’est
pas encore complet. Néanmoins, les données présentées ici ne portent que sur une population
de patients extrémement réduite et leur valeur statistique est faible. Ces résultats se doivent

maintenant d’étre confirmes sur une plus large série de patients.

2.2. Etude de I’expression du géne NogoA dans le muscle squelettique de patients
avec une SLAS (publication n°3)

Nous avons également participé a un travail de recherche visant a mettre en évidence
une corrélation entre les niveaux d'expression des isoformes de Nogo dans le muscle et I'état
d'avancement de la SLAS humaine. Cette étude de I'expression de Nogo par WB a été réalisée
au niveau de biopsies musculaires chez 15 patients avec une SLAS et a montré que les
niveaux protéiques de NogoA et NogoB étaient corrélés a I'état fonctionnel du patient, mesuré
par l'intermédiaire de I'échelle ALSFRS, ainsi qu'a la surface transversale des fibres
oxydatives atrophiques des patients (Jokic). Ces résultats suggerent que le niveau d'expression
de NogoA et NogoB constitue un marqueur moléculaire de sévérité de la maladie.



TABLEAU 6: caractéristiques cliniques et résultats des examens complémentaires chez
6 patients avec une atteinte isolée du motoneurone spinal.

Patients Signes Signes Duree EMG IRM | Etude Biopsie
d’atteinte | d’atteinte | d’évolution et |génétique| Musculaire
MNP NMC (mois) LCR | SMN1
SMNZ2
RA
Patient 1 + - 96 Neurogéne N N Neurogéne
Patient 2 + - 72 Neurogene/ N N N
Myogene
Patient 3 + - 6 Neurogéne N N Neurogéne
Patient 4 + - 36 Neurogéne | ND N Neurogéne
Patient 5 + - 120 Neurogéne/ | ND N Neurogéne
Myogéne
Patient 6 + - 12 Neurogéne | ND N Neurogéne

EMG: électromyogramme
IRM : imagerie par résonance magnétique

LCR : liquide céphalo-rachidien

N : normal

ND : non documenté
MNP: motoneurone périphérique
NMC: neurone moteur central

RA : récepteur aux androgenes

SMNZ1, SMN2 : survival of motor neuron gene 1& 2

- . absence
+ : présence.




TABLEAU 7: résultats du western blot, diagnostics initiaux et diagnostics finaux.

Patients Présence de la Diagnostic Evolution Diagnostic
bande NogoA | au moment de la 3412 mois plus tard
au western blot biopsie
musculaire musculaire
Patient 1 - AMP Déces AMP
Patient 2 - AMP Stable AMP
Patient 3 + AMP Apparition signes SLAS
d'atteinte du NMC
Patient 4 - AMP Anomalies LCR et Myélopathie
IRM médullaire
Patient 5 - AMP Deuxiéme biopsie | Myosite a inclusions
musculaire:
inclusions
Patient 6 - AMP Anomalies LCR, CIDP

VCS et VCM

AMP : atrophie musculaire progressive
CIDP : chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (polyradiculonévrite chronique)

IRM : imagerie par résonance magnétique

LCR : liquide céphalo-rachidien

NMC: neurone moteur central

VCM : vitesses de conduction motrices
VCS : vitesses de conduction sensitives

- - absence
+ : présence
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SLA et réticulons: synthése

Au total, plusieurs études suggérent que le niveau d'expression du géne NogoA
dans le muscle squelettique pourrait constituer non seulement un marqueur
diagnostique précoce de la SLAS, mais également un marqueur de sévérité de
I"affection. Ces résultats doivent néanmoins étre maintenant confirmés sur de plus larges

séries de patients.



Publication n°3

Nogo expression in muscle correlates with amyotrophic
lateral sclerosis severity

N Jokic, JL Gonzalez de Aguilar, PF Pradat, L Dupuis, A Echaniz-Laguna,
A Muller, O Dubourg, D Seilhan, JJ Hauw, JP Loeffler & V Meininger

Ann Neurol 2005; 57:553-556.
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1. Conclusions

1.1. La SLAS n'est pas une maladie mitochondriale.

Nos travaux ont démontré qu’il existe bien une altération progressive de la fonction
mitochondriale dans le muscle squelettique dans la SLAS (Echaniz-Laguna 2002, Echaniz-
Laguna 2006). Néanmoins, ces anomalies mitochondriales ne sont pas présentes aux stades
précoces de l'affection et n'apparaissent que tardivement, suggérant ainsi qu'elles ne sont pas
specifiques de la SLAS et qu'elles résultent plutdt de la dénervation musculaire progressive
observée dans cette affection (Echaniz-Laguna 2002, Echaniz-Laguna 2006). Notre hypothese
a récemment été confirmée par un groupe de recherche allemand qui a démontré, en étudiant
un groupe de patients avec une SLAS et un groupe de patients avec une atteinte musculaire
neurogene non-liée & une SLA, que les anomalies mitochondriales musculaires observées
dans la SLAS étaient non seulement minimes, mais en outre non spécifiques puisque liées a la
dénervation (Krasnianski). L’ensemble de ces données suggére qu’un dysfonctionnement
mitochondrial musculaire n’est pas un élément physiopathologique pertinent dans la SLAS
chez I’homme au stade précoce de la maladie, contrairement a ce qui a pu étre observé dans la
SOD1-SLA. Ces résultats confirment donc que la SLAS n'est pas une affection

mitochondriale.

1.2. NogoA est un marqueur biologique de la SLAS.

Les travaux auxquels nous avons participé confirment l'intérét de I'étude de
I'expression du géne NogoA dans le muscle squelettique dans la SLAS chez I'homme en tant
que marqueur diagnostique spécifique et précoce de la maladie. Ces études montrent
également que Nogo est un marqueur de sévérité de la maladie. Ces résultats doivent

néanmoins étre maintenant confirmeés sur de plus larges séries de patients.



51

2. Perspectives

Les travaux que j’ai engagés dans ce travail de thése se poursuivent actuellement au
sein de I'unité INSERM U692. Ces travaux sont toujours centrés sur I’étude du métabolisme

énergétique et sur I’étude de I’expression du gene Nogo dans la SLA.

2.1. Homéostasie énergétique, affections neurodégénératives et SLA

L’homéostasie énergétique est une fonction trés finement coordonnée de tous les
organismes. Tout un systeme complexe de signaux humoraux, endocriniens et nerveux
contrble I’hnoméostasie énergétique d’un organisme entier par I’intermédiaire d’une régulation
hautement organisée de I’apport (alimentation) et de la consommation des nutriments. De
nouveaux effecteurs régulant ces fonctions d’homéostasie énergétique sont réguliérement
découverts depuis plusieurs années. Néanmoins, alors méme que les défauts de I’homéostasie
énergétique sont étudiés de longue date dans des pathologies telles que I’obésité et
I’athérosclérose, ces anomalies ont longtemps été considérées comme ne faisant pas partie du
champ d’investigation des affections neurodégénératives. Il apparait cependant de maniere de
plus en plus claire que les affections dégénératives du systeme nerveux central sont
effectivement associées a des défauts de I’homéostasie énergétique. Ainsi, la maladie de
Parkinson et la maladie de Huntington sont souvent associées a une insulino-résistance et a un
diabete de type 2 (Sandyk, Podolski). Plus récemment, cette association a été retrouvée dans
la maladie d’Alzheimer (Janson). Par ailleurs, il est connu depuis plusieurs années que le
métabolisme de base est augmenté dans la maladie de Huntington, dans la SLA et trés
vraisemblablement également dans la maladie de Parkinson (Pratley, Desport, Chen).

L’étude des modéles animaux d’affections neurodégénératives a permis de mettre en
évidence des anomalies métaboliques similaires a celles observées chez I’homme. Ainsi, les
modeéles murins de maladie de Huntington présentent un diabete et une lipodystrophie
(Hurlbert, Andreassen, Fain). Par ailleurs, il a récemment été observé que I’induction d’un
diabete chez des modéles murins de maladie d’Alzheimer augmentait le nombre de dépots de
plaques amyloides et aggravait les déficits cognitifs de ces animaux. De méme, la restriction
calorique et un traitement par agents hypolipémiants améliorent les symptdmes cognitifs de
ces modéles murins de maladie d’Alzheimer (Zhu, Cao, Hutter-Paier, Refolo). Dans le méme
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registre, la restriction calorique atténue les anomalies cliniques et biochimiques observées
dans un modele de singe parkinsonien (Maswood). L’ensemble de ces données suggere que
des anomalies de I’homéostasie énergétique sont associées aux affections neurodégénératives
les plus fréquentes et contribuent peut-étre également a leur physiopathologie. Il est
néanmoins difficile de dire actuellement si ces anomalies métaboliques suffisent a elles seules
a provoquer une neurodégénerescence.

Les modeles murins de SLA, a savoir les souris SOD1-G86R et les souris SOD1-
G93A, présentent une masse corporelle réduite et une trés nette diminution de la masse
graisseuse en comparaison avec des souris sauvages. Ces souris présentent également une
altération des taux d’insuline et de corticostérone qui révélent un déficit metabolique et une
mobilisation accrue des stocks énergétiques corporels. Il est intéressant de noter que ces
anomalies apparaissent bien avant I’apparition de symptémes moteurs. Malgré une masse
corporelle réduite, les souris SLA-SOD1 consomment autant de nutriments, si ce n’est plus,
que les souris sauvages, excluant ainsi I’hypothese d’un hypermétabolisme consécutif a une
diminution des apports énergetiques. Ces animaux ont en outre une consommation accrue
d’oxygéne au repos (Dupuis, 2004). Une étude détaillée du métabolisme lipidique chez ces
animaux révele une lipolyse augmentée, une diminution musculaire de I’expression des genes
impliqués dans le stockage des acides gras et une oxydation accrue des acides gras (Dupuis
2004). Les souris SOD1-SLA consomment en outre le glucose plus rapidement que les souris
sauvages, elles incorporent plus facilement les sucres dans le tissu adipeux blanc et dans le
muscle squelettique, et elles présentent enfin une surexpression musculaire des genes
impliqués dans le métabolisme des sucres et des lipides (Dupuis, 2004). On observe
également chez ces animaux une surexpression des protéines découplantes UCP (uncoupling
proteins), et en particulier une surexpression de la protéine UCP3 (Dupuis 2003). Enfin, un
régime riche en graisses allonge I’espérance de vie de ces animaux d’environ 20% (Dupuis
2004). L’ensemble de ces données indique non seulement que la souris SOD1-SLA souffre
d’un hypermétabolisme d’origine essentiellement musculaire, mais suggére en outre que ce
défaut énergétique joue sur la survie des motoneurones.

Dans ce contexte, nous allons poursuivre notre travail de recherche sur la fonction
mitochondriale et sur le métabolisme énergétique musculaire dans la SLA, mais cette fois-ci
dans des modeéles murins de SOD1-SLA et non plus sur 'hnomme. Dans la continuité de nos
travaux sur le fonctionnement mitochondrial dans le muscle chez les patients SLA, nous
avons entrepris, sous la direction de Luc Dupuis, de poursuivre plus loin I'exploration des

anomalies metaboliques observées dans cette affection. Nous avons acquis dans le laboratoire
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une lignée de souris surexprimant la protéine UCP1 uniquement dans le muscle squelettique
(souris MCK UCP1) et nous allons tenter de déterminer si cette surexpression musculaire
d'UCP1 induit chez ces animaux une dégénérescence des motoneurones. Le but ultime de ce
travail est de déterminer si un hypermétabolisme musculaire est susceptible d’induire
une dégénérescence rétrograde des motoneurones et de prouver ainsi que des anomalies

métaboliques peuvent effectivement provoquer une affection neurodégénérative.

2.2. Expression de Nogo dans la muscle squelettique dans la SLA, dans les
atteintes isolées du motoneurone spinal et dans la SLA associée a une démence fronto-
temporale (SLA-DFT)

Expression de Nogo dans le muscle squelettique dans la SLA. Nous allons
continuer notre travail de validation de I'expression musculaire du gene Nogo en tant que
marqueur diagnostique de la SLA. Ce travail est en cours de réalisation au sein de l'unité
INSERM U-692 sous la direction de J.P. Loeffler et J.L. Gonzalez de Aguilar, en
collaboration avec le Département de Neurologie du Centre Hospitalo-Universitaire de
Strasbourg (Pr C. Tranchant) et en collaboration avec le Service de Neurologie de I'HOpital de
la Pitié-Salpétriére a Paris (Pr V. Meininger). Notre but est de pouvoir obtenir un préléevement
musculaire chez au moins une centaine de patients souffrant de SLA et chez des sujets sains
contréles afin de pouvoir déterminer la sensibilité et la spécificité de I’expression musculaire
de Nogo dans ces différents groupes. Le but ultime de ce travail est de déterminer si
I’étude de I’expression du géne Nogo dans le muscle squelettique est un test diagnostique
fiable utilisable en pratique clinique.

Expression de Nogo dans le muscle squelettique dans les atteintes isolées du
motoneurone spinal. Le travail que nous avons réalisé suggére que I’expression de NogoA
dans le muscle squelettique pourrait constituer un marqueur diagnostique de la SLAS a un
stade précoce de la maladie, lorsque le tableau clinique n’est pas encore complet. Nous avons
donc prévu de réaliser une biopsie musculaire chez d’autres patients avec une atteinte isolée
du motoneurone spinal. Le but de cette étude est de déterminer de maniere
statistiquement fiable si I’expression musculaire de NogoA est effectivement un facteur
prédictif permettant de déterminer de maniere précoce quels patients avec une atteinte

isolée du motoneurone spinal vont développer une SLA.
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Expression de Nogo dans le muscle squelettique dans la SLA associée a une
démence fronto-temporale (SLA-DFT). La SLA associée a une démence fronto-temporale
(SLA-DFT) est une démence non-alzheimerienne caractérisée par une dégénérescence fronto-
temporale et une atteinte des motoneurones spinaux et corticaux. Sur le plan
neuropathologique, ce groupe d’affections se caractérise par des inclusions intraneuronales
ubiquitine-positives, tau-négatives et alpha-synucléine-négatives ainsi que par des neurites
dystrophiques (Yoshida, Neary). Le tableau clinique est extrémement variable, allant de la
SLA-DFT typique a la SLA atypique associée a une DFT, en passant par la SLA typique
associee a de discrets signes cliniques d’atteinte fronto-temporale sans véritable démence
(‘Yoshida). Certaines formes familiales de SLA-DFT ont été associées a des altérations de la
séquence du géne DCTN1 (Munch 2005) et a des mutations du géne MAPT (Zarranz 2005).
Par ailleurs, un certain nombre de patients avec une SLA développent au cours de I'évolution
de leur maladie une DFT. A I’inverse, certains patients avec une DFT développent apres
plusieurs années d'évolution de leur maladie une SLA. Pour finir, certains patients avec une
DFT ont des antécédents familiaux de SLA, alors que d’autres patients avec une SLA ont des
antécédents familiaux de DFT (Munch 2005, Zarranz 2005, Yoshida, Neary). Dans ce
contexte, il est actuellement extrémement difficile de dire si la SLA, la DFT et la SLA-DFT
sont une méme affection a spectre clinique et neuropathologique large ou bien s'il s'agit de 3
maladies différentes. Pour tenter de répondre, du moins en partie, a cette question, nous allons
étudier I’expression de Nogo sur des prélévements musculaires de patients avec une SLA,
avec une SLA-DFT et avec une DFT seule. Ce travail est réalisé sous la direction de J.L.
Gonzalez de Aguilar et de J.-P. Loeffler (INSERM U692), en collaboration avec le Pr
Christine Tranchant (Département de Neurologie, CHU, Strasbourg), le Dr Francois Sellal
(Département de Neurologie, CHU, Strasbourg) et le Pr Vincent Meininger (Département de
Neurologie, Hopital de la Pitié-Salpétriere, Paris). Le but de ce travail est de déterminer le
pattern d’expression musculaire du gene Nogo dans la SLA-DFT et dans la DFT et de
comparer ce pattern a celui observé dans la SLA. L’analyse de ce pattern d’expression
musculaire de Nogo nous donnera peut-étre une indication quand aux relations
nosologiques existant entre la SLA, la SLA-DFT et la DFT.
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2.3. Développement de techniques électrophysiologiques chez la souris

Outre ces travaux de recherche, je développe actuellement au sein de l'unité INSERM
U692 plusieurs techniques d'électrophysiologie sur la souris, dont la mesure des vitesses de
conduction motrices, la mesure des vitesses de conduction sensitives, I’électromyographie,
mais également des techniques de stimulation répétitive d'un nerf périphérique. J’ai pu mettre
au point ces techniques aprés un stage de formation a I'Institut Clinique de la Souris de
Strasbourg (Pr Pierre Chambon). Ces techniques sont un outil précieux d'exploration
fonctionnelle du systeme nerveux périphériqgue de modéles murins d'affections
neuromusculaires utilisés en routine dans notre équipe, comme par exemple les souris
SLA-SOD1 et les souris MCK UCPL1.
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