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> La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est
la maladie du motoneurone de I’adulte la plus

déficit énergétique

fréquente. Une partie des cas de SLA est liée a  Luc Dupuis, Jean-Philippe Loeffler

des mutations du gene codant la superoxyde
dismutase a cuivre/zinc (SOD1) et I’analyse
phénotypique de souris transgéniques exprimant
des formes mutées de SOD1 (SOD1m) a permis
de mieux comprendre les mécanismes physiopa-
thologiques entrainant la mort du motoneurone.
En revanche, I'extrapolation des résultats obte-
nus avec ces souris transgéniques s’est révélée
décevante lors de plusieurs essais cliniques.
Dans cette synthese, nous résumons les princi-
pales données de la littérature concernant les
mécanismes physiopathologiques a I’ceuvre chez
les souris SOD1m. €n particulier, nous montrons
comment en quelques années, les recherches
ont mis en évidence que la degénérescence du
motoneurone a lieu de fagon rétrograde, via une
déstabilisation initiale de la jonction neuromus-
culaire. La destruction des jonctions neuromus-
culaires est vraisemblablement la conséquence
d’un déficit énergétique chronique au niveau
de I'organisme entier. Ces résultats, associés a
une comparaison entre le phénotype des souris
SODIm et celui des patients SLA, permettent
d’envisager de nouvelles stratégies thérapeu-
tiques et démontrent I’intérét, mais aussi les
limites, du modeéle murin. <

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la maladie du motoneu-
rone de I"adulte la plus répandue avec entre 1 et 3 nouveaux cas par
an pour 100 000 personnes dans le monde. A ce titre, elle est la mala-
die neurodégénérative la plus fréquente apres les maladies d’Alzhei-
mer et de Parkinson. La SLA se manifeste par une paralysie progressive
qui touche les muscles des membres (formes spinales) ou de la face
(formes bulbaires). Le motoneurone inférieur, qui innerve les muscles
squelettiques, dégénere et le motoneurone supérieur corticospinal est
lui aussi affecté. La plupart des patients décédent en 2 a 5 ans apres
le diagnostic, mais la maladie est trés hétérogene tant dans sa durée
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que dans sa présentation clinique. Les options thé-
rapeutiques sont quasi inexistantes. Ainsi, le riluzole!
reste a ce jour la seule molécule dont I'efficacité est
prouvée, mais il ”"augmente la survie des patients que
de quelques mois.

La SLA se présente sous une forme familiale dans 20 %
des cas, le plus souvent de transmission autosomique
dominante, ou sous une forme sporadique car non
associée a une histoire familiale connue. Il convient
de noter que les formes familiales et sporadiques ne
se distinguent pas sur le plan clinique. Au sein d’une
méme famille affectée, la présentation clinique de la
maladie est hétérogene, ce qui souligne I'importance
du contexte environnemental et suggere I'existence de
geénes modulateurs de la pathologie. Plusieurs génes,
dont ceux codant pour I’angiogénine et la senataxine,
et les génes vapb (VAMP/synaptobrevin-associated
membrane protein B) ou, plus récemment, tdp43 (TAR
DNA-binding protein 43), ont été associés a des for-
mes familiales, mais les mécanismes qui expliquent
la dégénérescence sélective des motoneurones dans
ces cas particuliers de SLA ne sont pas encore résolus
[1, 2]. A Pinverse, le premier géne dont des mutations
ont été liées a la SLA, le géne sodl, a, en revanche,
été largement étudié. U'objectif de cette revue est de
résumer les données les plus récentes concernant les

! Riluzole : agit en bloquant les canaux sodiques dépendant du voltage et en dimi-
nuant ainsi la libération présynaptique du glutamate.
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mécanismes des formes a mutations SOD1 et d’exposer en quoi ces
résultats s’appliquent aux autres formes de SLA.

Les souris porteuses de mutations de SOD1,
unique modéle actuel de SLA

€n 1993, Rosen et al. ont démontré que le locus alsl, impliqué dans
20 % des cas familiaux de SLA (soit 1 a 2% des cas totaux de SLA),
était le géne codant la superoxyde dismutase a cuivre/zinc (SOD1)
[3]. La SODI est une enzyme essentiellement cytosolique dont la
fonction enzymatique est de dismuter I’anion superoxyde, I"'un des
sous-produits toxiques de la respiration mitochondriale, en peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), lui-méme détoxifié par la catalase. On connait
actuellement plus d’une centaine de mutations SODI1 et, de facon
surprenante, il n'y a pas d’acide aminé ou de région de la protéine
préférentiellement mutés.

La découverte des mutations SOD1 a permis la génération des premiers
modeéles animaux de SLA, les souris SODIm. Ces souris surexpriment
une forme mutée de SOD! et développent une maladie du motoneu-
rone. Il convient de noter que la surexpression d’une SOD1 mutée, mais
pas celle de la forme sauvage, provoque une SLA chez la souris. De
plus, I’ablation du gene sodl n’a que tres peu d’effets. Cela suggere
que les protéines SOD1m acquiérent une nouvelle fonction toxique
pour le motoneurone (la notion de gain de fonction de la SODIm a
fait récemment 'objet d’excellentes revues et nous ne la discuterons
pas plus en détails [1, 2]). D’autres lignées de souris ont été créées
pour modéliser la SLA a I'aide de genes candidats mais les résultats
se sont avérés décevants. La découverte récente de mutations du géne
tdp43 devrait enfin aboutir a la création de nouveaux modéles murins.
Ainsi, et malgré toutes les réserves qui ont été émises sur ces souris
SOD1m (voir ci-dessous), elles développent un phénotype ressemblant
a la SLA et restent notre seul modéle animal actuel et notre unique
ressource pour les études précliniques.

La déstabilisation de la jonction neuromusculaire
est I’événement pathologique primaire

Au cours des années 1990 et 2000, la plupart des travaux ont eu pour
objectif de mieux comprendre I’évolution de la pathologie chez les sou-
ris SOD1m. A I’dge adulte, les souris SOD1m développent une faiblesse
musculaire associée a une dénervation musculaire massive et a une
dégénérescence des motoneurones inférieurs et supérieurs. Le premier
événement semble étre la destruction de la jonction neuromusculaire,
en particulier de la structure post-synaptique. La dégradation de
I’axone du motoneurone puis la destruction du corps cellulaire sur-
viennent ensuite [4-6]. Pendant trés longtemps, il paraissait promet-
teur de trouver une stratégie thérapeutique qui permette de sauver le
corps cellulaire du motoneurone de I’apoptose, ce qui préserverait les
chances de régénération de la jonction neuromusculaire.

Ainsi, les trés nombreux travaux étudiant les mécanismes de la mort
du corps cellulaire du motoneurone ont clairement établi que celle-ci,
chez ’lhomme comme chez la souris SOD1m, est de type apoptotique,
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et que de multiples voies de transduction participent
in vivo a la dégénérescence du corps cellulaire (pour
revue, voir [7]). Sur le plan thérapeutique, ces travaux
se sont révélés décevants. En effet, Iinhibition phar-
macologique ou génétique des voies d’apoptose n'a que
peu d’effets sur la survie des souris SOD1m [7]. De plus,
trois études récentes ont montré que la protection du
corps cellulaire du motoneurone, et donc la préserva-
tion du nombre de corps cellulaires de motoneurones
dans la moelle épiniére, ne permettaient pas de guérir
la souris SOD1m [8-10] : Pablation de bax, un géne clé
de "apoptose dans le motoneurone, abolit compléte-
ment 'apoptose du motoneurone mais ne retarde que
modestement la mort de I'animal et la dénervation
musculaire [9]. De méme, le valproate de sodium, qui
inhibe le remodelage de la chromatine lors de I’apop-
tose du motoneurone, ou un inhibiteur de P38 MAPK, une
protéine kinase intervenant dans les étapes initiales de
I"apoptose, sont capables de protéger le corps cellu-
laire du motoneurone, mais ne retardent pas ou peu la
dénervation musculaire et la mort de "animal [8, 10].
Comment interpréter ces résultats ? 'événement patho-
logique primaire, qui détermine la mort de I’animal, ne
semble pas étre la mort du corps cellulaire du moto-
neurone, mais la disparition des jonctions neuromuscu-
laires. De ce fait, les motoneurones protégés pharma-
cologiquement ou génétiquement sont inutiles car ils
n’arrivent pas a recréer les jonctions neuromusculaires
précédemment détruites. La mort par apoptose du corps
cellulaire serait donc une conséquence secondaire de
cette destruction synaptique (Figure 1).

Quel est le site de la toxicité de la SOD1m ?

Ces travaux suggéraient que la place centrale attribuée
a la mort du motoneurone, étape finale indiscutable
de la pathologie, était largement surestimée. Une
deuxieme série d’études est venue compléter cette
notion et bousculer définitivement les paradigmes
existants.

La SOD!1 est une enzyme ubiquitaire et la plupart des
travaux exploraient I’hypothése selon laquelle la SOD1m
déclenchait la cascade apoptotique dans le moto-
neurone lui méme, par exemple en interagissant direc-
tement avec la machinerie apoptotique. Au contraire,
il est maintenant clairement établi que 'expression de
la SOD1m dans le motoneurone n’a qu’une importance
marginale dans le déclenchement de la maladie. Ainsi,
I’expression ciblée de la SOD1m dans le motoneurone
ne suffit pas a provoquer la maladie chez la souris
[11, 12]. €n accord avec ces résultats, la démarche
expérimentale symétrique, qui consiste a diminuer



Figure 1. Mécanismes de la SLA : évolution
des modéles entre 2000 et 2008. €n 2000,
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neuromusculaire (JNM) soit I’événement déterminant de la survie de I’animal. Il reste a@ démontrer que le déficit énergétique musculaire est par

lui-méme capable de déstabiliser la jonction neuromusculaire et a comprendre les mécanismes provoquant ce déficit énergétique musculaire. €n

rouge : cellule ol "expression de la SOD1m est critique pour la pathogénie.

I’expression de la SOD1 mutée dans le motoneurone via
un systeme de recombinaison homologue, n’augmente
que peu la survie des souris SOD1m [13]. Finalement,
la création de chimeres entre souris SOD1m et sauvages
a montré qu’un motoneurone porteur de la mutation
SOD1 pouvait survivre dans un environnement riche en
cellules sauvages tandis qu’un motoneurone sauvage,
placé dans un environnement riche en cellules SOD1m,
pouvait développer des marqueurs histopathologiques
de souffrance comme les agrégats d’ubiquitine [14,
15]. De fait, le destin d’un motoneurone ne semble que
peu lié a son expression endogéne de SOD1m. La SOD1m
exerce donc sa toxicité dans d’autres cellules et cela
provoque secondairement la destruction de la jonction
neuromusculaire puis la mort du motoneurone.

Plusieurs types cellulaires pourraient participer a la
toxicité des SODIm. Parmi les candidats, se trouvent
les cellules gliales (astrocytes, microglie, cellules de
Schwann) ou les cellules musculaires [16]. Ainsi, le
laboratoire de Luis Barbeito a montré que les astrocy-
tes porteurs d’'une SOD1m sont capables de provoquer
I’apoptose de motoneurones sauvages via un méca-
nisme impliquant le stress oxydant et le NGF (nerve
growth factor) [17, 18]. Ces travaux ont récemment été
confirmés par d’autres [19, 20] et suggérent que I’as-
trocyte pourrait participer a la toxicité envers le moto-
neurone. A ’appui de cette hypothése, la diminution de
I’expression de la SOD1 mutée spécifiquement dans les
astrocytes retarde la progression des symptémes [21].
Un deuxiéme type cellulaire, les macrophages, dont la
microglie est un sous-type, est susceptible de contri-
buer a la pathologie. Ainsi, comme pour les astrocytes,
diminuer, par recombinaison ciblée, I’expression de
la SOD1Im dans les cellules de la lignée macrophage/
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microglie [13], ou greffer des macrophages sauvages chez les souris
S0D1m, augmente significativement la durée de vie des animaux [22].
Il n’en reste pas moins que ni ’expression astrocytaire ni I’expression
microgliale seules de la SOD1m ne sont capables de provoquer un phé-
notype de SLA. D’autres cellules, notamment les cellules musculaires
ou les cellules de Schwann, sont aussi potentiellement impliquées dans
la toxicité de la SOD1m, mais leur r6le est soit controversé, soit encore
inexploré.

Le muscle est-il ’initiateur
de la destruction de la jonction neuromusculaire ?

Le role pathologique primaire de la disparition de la jonction neu-
romusculaire suggére que le muscle pourrait jouer un role important
dans Iinitiation de la maladie. €n effet, des données de notre labo-
ratoire sont en accord avec cette hypothese. Nous avions montré que
la protéine Nogo-A, connue pour son réle d’inhibiteur de la croissance
neuritique dans le systeme nerveux central, était massivement surex-
primée dans le muscle squelettique de souris SODIm et de patients
atteints de SLA [23]. Cette surexpression est limitée aux fibres oxyda-
tives (type ) chez le patient et les niveaux musculaires de Nogo-A sont
corrélés avec I'état clinique du patient [24]. Cela nous a d’ailleurs
permis de proposer la détection de cette protéine comme marqueur
diagnostique dans certaines formes de SLA [25]. De plus, I’ablation
de Nogo-A augmente la durée de vie des souris SOD1m, tandis que sa
surexpression musculaire détruit les jonctions neuromusculaires [26].
A partir de exemple de Nogo-A, il semble clair que des modifications
de I’expression musculaire de certains génes sont capables de modu-
ler la pathologie développée par les souris SOD1m. Cela est cohérent
avec Iefficacité de certains traitements spécifiquement ciblés vers le
muscle, comme I’IGF1 (insulin growth factor 1) [27]. Cependant, deux
études suggerent que I"expression de la SODIm au niveau musculaire
nest pas déterminante dans la pathologie [28, 29]. Il est ainsi parfai-
tement possible que la toxicité musculaire, via Nogo-A par exemple,
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soit provoquée indirectement par I’expression de la SOD1Im dans un
autre type cellulaire. Ainsi, de tres nombreuses cytokines sécrétées
par les macrophages sont capables d’agir sur I’expression des génes
musculaires et "expression macrophagique de la SOD1m pourrait étre
la cause de la toxicité musculaire envers le motoneurone.

Les modéles murins de SLA présentent
des altérations marquées du métabolisme énergétique

Comment la destruction de la jonction neuromusculaire est-elle
déclenchée ? D’autres travaux de notre laboratoire suggerent que des
modifications du métabolisme musculaire pourraient en étre la cause
directe. Notre observation initiale était que les souris SOD1m avaient
un déficit pondéral par rapport aux souris sauvages. Ce déficit éner-
gétique n'est pas causé par une diminution de la prise alimentaire,
mais par une augmentation du métabolisme basal et le métabolisme
énergétique, en particulier lipidique, est extrémement perturbé chez
les souris SOD1m [30, 31]. De plus, le profil d’expression des génes
dans le muscle ainsi que I’augmentation de la capture de glucose par
le muscle suggerent une augmentation du métabolisme énergétique
dans ce tissu. Ainsi, chez la souris SOD1m, le métabolisme musculaire
augmenté provoque une fonte des réserves adipeuses et un hypermé-
tabolisme de 'animal, et entraine un déficit énergétique chronique.
Ces anomalies trés précoces précedent I'amyotrophie et les défauts
électromyographiques, et n’en sont donc pas une conséquence.

Le déficit énergétique chronique et I"hypermétabolisme musculaire
contribuent-ils a la maladie du motoneurone ? Pour le savoir, nous
avons augmenté la ration calorique des souris SOD1m en les nourris-
sant avec un régime enrichi en lipides. Cette manipulation nutrition-
nelle a corrigé le déficit énergétique et nous avons observé une nette
augmentation de la survie des animaux. De plus, la survie des moto-
neurones était augmentée et la dénervation musculaire diminuée. Cet
effet protecteur du régime hyperlipidique est dose-dépendant puisque
des données récentes du laboratoire de Mark Mattson confirment nos

résultats et montrent qu'une ration énergétique plus
élevée que celle utilisée dans nos conditions expéri-
mentales est encore plus efficace en terme d’accrois-
sement de la survie des souris SOD1m [32]. Les souris
SOD1m sont donc en déficit énergétique et la correction
nutritionnelle de ce déficit améliore le phénotype clini-
que. A linverse, aggraver le déficit énergétique, en sou-
mettant les souris SOD1m @ une restriction calorique,
exacerbe le phénotype clinique, ce qui confirme que le
déficit énergétique est un déterminant important de la
pathologie de ces souris. Ces études semblent distin-
guer la SLA des autres maladies neurodégénératives. €n
effet, les modeles transgéniques de maladie d’Alzhei-
mer ou de Huntington ont un phénotype métabolique
opposé a celui des souris SOD1m, avec une tendance
a I'obésité et a I'insulino-résistance, et sont protégés
par la restriction calorique [33, 34] et aggravés par
le régime hyperlipidique. Les causes de ces différen-
ces entre maladies neurodégénératives sont a I’heure
actuelle inconnues, mais leur élucidation pourrait ame-
ner a comprendre les bases de la sélectivité neuronale
de ces pathologies.

Métabolisme énergétique
chez les patients SLA : points communs
et différences avec les souris SOD1m

Le déficit énergétique et I’hypermétabolisme existent-
ils chez les patients ? Plusieurs études du Pr Couratier
avaient montré que les patients SLA étaient, tout comme
les souris SOD1m, hypermétaboliques [35-37], ce qui
suggérait une certaine conservation des mécanismes
pathologiques. Afin de déterminer si ces altérations du
métabolisme énergétique étaient aussi retrouvées chez
les patients, nous avons comparé

Souris Patients

SOD1m SLA
Augmentation de la consommation
d’oxygene de I'organisme (hypermétabolisme) : ’
Perte des réserves adipeuses + 2
Sensibilité a I'insuline + =%
LDL-cholestérol - +
Cholestérol total - +
Expression musculaire d’UCP3 + +
Dysfonctionnement mitochondrial musculaire + +
Protection par I’hyperlipidémie + +

les taux de lipides circulants chez

Reéférences plusieurs centaines de patients SLA
et de patients contréles. Nous avons
(30, 35-37] observé que les patients ayant une
SLA de type sporadique présentaient
[30, 31] des niveaux anormalement élevés de
[30] lipides circulants [38]. Ainsi, dans
notre étude, pres d’un patient SLA
[31, 38] sur 2 a des niveaux de LDL-choles-
[31, 38] térol considérés comme trop élevés.
De plus, les patients SLA présentant
[40] un rapport LDL/HDL? anormalement
[40] élevé, facteur de risque cardiovas-
culaire bien caractérisé, avaient une

[30, 38]

Tableau I. Phénotype métabolique comparé des patients SLA et des souris SODIm. +: augmenté ou

présent; - : diminué ou absent.
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*LDL: low density lipoproteins; HDL: high density
lipoproteins.



Souris ;

SOD1m Patients SLA
Riluzole +/= +
Créatine + 0
Minocycline + -
Pentoxyfilline + -
Vitamine € + 0
Gabapentine + 0

Tableau Il. Approches thérapeutiques de la souris SODIm au
patient SLA: une litanie d’échecs. +: effet positif; -: effet

négatif; 0 : pas d’effet.

survie plus élevée de 15 mois, signifiant donc que la
dyslipidémie est un facteur protecteur dans la SLA. €n
conclusion, souris SOD1Im et patients SLA développent
une maladie métabolique, avec un hypermétabolisme et
un déficit énergétique. Les détails du tableau clinique
sont cependant différents, ainsi, les patients SLA sont
hyperlipidémiques, alors que les souris SOD1m ont
une tendance marquée & I’hypolipidémie (Tableau ).
Cependant, dans les deux cas, I’augmentation des lipi-
des circulants ralentit la progression de la maladie. A
I’heure actuelle, les arguments expérimentaux chez les
patients SLA sont purement corrélatifs et la correction
du déficit énergétique chez les patients SLA une piste
thérapeutique encore inexplorée. Nos résultats sugge-
rent déja que l'utilisation des agents hypolipémiants
comme les statines chez les patients SLA pourrait étre
néfaste.

Lost in translation : les échecs
de Putilisation préclinique des souris SOD1m

De nombreux composés ont montré une efficacité dans
le modéle murin. Il paraissait donc raisonnable d’en-
visager un essai clinique avec les molécules les plus
efficaces. La litanie des essais cliniques infructueux a
de ce fait été particulierement décourageante : la créa-
tine, I"amoxyfilline, la minocycline... ont toutes montré
des effets bénéfiques chez la souris SOD1Im. Aucun de
ces composés n’a cependant d’efficacité chez ’lhomme.
Pire, certains aggravent au contraire la maladie...
(Tableau I1) [39].

Quelles peuvent étre les raisons de ces échecs ? Une
premiere explication pourrait étre liée a "extrapola-
tion des résultats obtenus entre un modéle murin de
forme familiale a la population globale de patients
SLA. En effet, s’il est tres probable que les mécanismes
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identifiés chez les souris SOD1m soient valables chez les patients
porteurs d’une mutation SOD1 (1 & 2 % des cas), rien ne prouve que
ce soit le cas de I’ensemble des cas de SLA. Il ne peut donc étre
exclu qu’il faille traiter différemment les patients porteurs d’une
SOD1 mutée et les autres, mais la réponse a une telle question sera
certainement quasi impossible a obtenir étant donné la lourdeur des
essais cliniques et la faible proportion de patients porteurs de muta-
tions SOD1. Une deuxiéme explication est aussi envisageable : les
traitements chez la souris sont généralement donnés avant la phase
symptomatique, ce qui est impossible chez le patient. Il est possi-
ble que les essais cliniques soient réalisés avec des patients dont
la pathologie est trop avancée pour que la molécule soit efficace.
Enfin, peut-étre avons-nous oublié trop vite que les souris SOD1m
sont avant tout... des souris, c’est-a-dire un mammifére avec cer-
taines caractéristiques, en particulier métaboliques, tres différen-
tes des primates [41]. Des différences fines d’espéce pourraient
expliquer des résultats completement différents chez les patients,
et c’est particulierement vrai du point de vue du métabolisme éner-
gétique. Un exemple simple illustre cet aspect : les muscles de souris
sont essentiellement glycolytiques, et donc utilisateurs de créatine
phosphate, ce qui n’est pas le cas des muscles humains, plus oxyda-
tifs. Une telle différence pourrait expliquer 'efficacité de la créatine
dans le modele murin, et son inefficacité chez le patient. Il semble
donc qu’entre des résultats précliniques encourageants chez la sou-
ris SOD1m et I'essai clinique, il faille réaliser des études cliniques
intermédiaires et créer de nouveaux modeles de SLA chez des espé-
ces plus proches de I"’homme comme les primates non humains pour
valider un mécanisme observé chez la souris.

Conclusion

Prés de quinze ans aprés la création des premiéres souris SOD1m, nous
avons beaucoup progressé dans la compréhension des mécanismes de
la SLA. D’une maladie restreinte au motoneurone, la SLA est devenue
une pathologie systémique dont la conséquence ultime est la dispari-
tion des motoneurones. Une analyse comparée des pathologies chez la
souris et les patients pourra apporter dans les prochaines années des
pistes thérapeutiques nouvelles, qu’elles soient pharmacologiques,
nutritionnelles ou autre. ¢

SUMMARY

Amyotrophic lateral sclerosis: role of energy

deficiency in neuromuscular junction dismantlement

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most frequent adult onset
motor neuron disorder. A subset of ALS cases is linked to mutations
in the copper/zinc superoxide dismutase (sodl) gene and detailed
phenotypic analysis of transgenic mice overexpressing mutant forms
of SOD1 (mSOD1) allowed a better understanding of the pathophy-
siological mechanisms leading to motor neuron death. The promising
results obtained in these animal models however poorly translated into
conclusive clinical trials. In this review, we summarize the main patho-
logical mechanisms at work in mSOD1 mice. In particular, recent results
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showed that the key pathological event was the destruction of the neu-
romuscular junction rather than motor neuron death. Neuromuscular
junction dismantlement is likely the result of a chronic energy defi-
ciency at the level of the whole organism. These results, along with a
comparative analysis between the phenotype of mSOD1 mice and ALS
patients, suggest new therapeutic strategies and show the interests but
also the limits of the animal models. ¢

NOTE AJOUTEE AUX EPREUVES

G. Dobrowolny et ses collaborateurs confirment le réle crucial de I’ex-
pression musculaire de la SOD1m dans la pathologie [42].
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