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1 Introduction

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), maladie de Charcot ou encore maladie de Lou
Gehrig est la maladie du motoneurone la plus fréquente chez I’Homme. Elle est caractérisée
par une dégénération des motoneurones du systéme nerveux central (SNC) a I’origine d’une
atrophie musculaire évoluant vers une paralysie puis la mort dans les 2 a 3 ans qui suivent le

diagnostic.

La maladie existe sous deux formes, une familiale impliquant des facteurs génétiques, mais
¢galement une forme sporadique associant des facteurs génétiques a des facteurs
environnementaux. La SLA se caractérise par une physiopathologie complexe mettant en jeu
de multiples mécanismes biologiques différents correspondant a autant de cibles

thérapeutiques potentielles.

Cependant, a I’heure actuelle, cette maladie orpheline ne présente pas de traitements curatifs
et les traitements autorisés dans le monde sont encore limités. En Europe, un seul médicament
dispose d’une autorisation de mise sur le marché, le riluzole. Cet anti-excitotoxique permet la
prolongation de I’espérance de vie de quelques mois seulement. Cela induit une nécessité de
poursuivre le développement de nouvelles thérapies pharmacologiques, mais aussi de

thérapies innovantes ouvrant de nouvelles perspectives pour traiter cette maladie.

De nombreux candidats-médicaments ont dii arréter leur développement au cours des phases
cliniques précoces en I’absence de résultats concluants. Ces échecs indiquent une difficulté de
translation entre les modéles animaux utilisés en préclinique et le passage a ’'Homme. 11 est
possible de pallier a cela en choisissant un modele animal adapté et en le caractérisant

convenablement.

Dans une partie expérimentale, le modele murin transgénique SOD1-G93A a été choisi pour
le développement d’une biomolécule indiquée dans la SLA. Ce choix repose sur le fait que le
modele développe une forme agressive de la maladie et partage des caractéristiques cliniques
avec la SLA. L’objectif du projet était de caractériser le modele de souris Tg SOD1-G93A
afin d’établir par la suite la preuve de concept in vivo de la capacité d’une molécule a retarder

I’évolution de la maladie dans ce modéle.



2 Sclérose latérale amyotrophique

2.1 Histoire et présentation générale
La SLA est aussi appelée maladie de Charcot d’aprés le nom du neurologue I’ayant décrit en
1865, Jean-Michel Charcot. Elle est également connue sous le nom de maladie de Lou

Gehrig, un joueur américain de base-ball mort de cette maladie.

Il s’agit de la maladie du motoneurone la plus fréquente chez 1’adulte et celle dont la 1étalité
est la plus forte [1]. Elle est caractérisée par une dégénérescence des motoneurones supérieurs
et inférieurs du SNC, composé du cortex cérébral, du tronc cérébral et de la moelle épiniere

(ME) (Rowland & Shneider, 2001).

Les motoneurones sont a 1’origine de la transmission d’informations entre le cerveau et les
muscles volontaires, par conséquent, leur mort ou leur dysfonctionnement induit la survenue
de maladies neurodégénératives et neuromusculaires (Zuccaro et al., 2021). Leur
dégénérescence est ainsi a I’origine d’une perte de la transmission d’informations entre le
cerveau et les muscles volontaires qui ne sont donc plus sollicités, ne se contractent pas et
s’atrophient. Cela méne dans un premier temps a une faiblesse puis a une paralysie
progressive et a la mort dans les 2 a 3 ans, lorsque les muscles respiratoires sont atteints

(Hardiman et al., 2017; Masrori & Van Damme, 2020).

2.2 Epidémiologie

Selon I’association pour la recherche sur la SLA (ARSLA), la prévalence de la SLA est de 5
000 a 7 000 patients en France avec une incidence annuelle proche de 2,72 pour 100 000
habitants (Kab et al., 2017). Sur le plan clinique, la SLA débute en moyenne a I’age de 55-60
ans avec une faible prépondérance masculine avec un sexe ratio homme/femme en France

estimé a 1,53. Cependant, le nombre de femmes affectées augmente avec 1’age.

Au niveau mondial, 150 000 personnes vivent avec la maladie et 1 200 personnes en meurent
chaque année [2]. L’incidence mondiale est approximativement de 2 pour 100 000 personnes
par an et la prévalence est de 6 a 9 sur 100 000 personnes (Mead et al., 2023). Les cas de SLA
juvéniles (avant 25 ans) et précoces (avant 45 ans) comptent respectivement pour 1 et 10%
des cas. Aprés 80 ans, I’incidence diminue fortement. Le temps de survie médian est
d’environ 2 a 3 ans, environ 20% des patients survivent plus de 5 ans et un petit pourcentage

plus de 10 ans.

Les principaux facteurs péjoratifs identifiés statistiquement sont un age avancé, une atteinte

bulbaire initiale, 1’absence de signes cliniques pyramidaux, une altération précoce de 1’état



nutritionnel et une pente rapide de dégradation des fonctions motrices des membres ou

respiratoire [3].

Les données épidémiologiques actuelles indiquent un risque de SLA différent selon les
continents et les ethnies. Selon le consortium européen de la sclérose latérale amyotrophique
(EURALS), se basant sur les données d’environ 24 millions de personnes a travers 1’Europe,
I’incidence estimée était de 2,2 pour 100 000 personnes par an. Cependant, des incidences
plus faibles ont été retrouvées dans d’autres zones géographiques, 0,89 pour 100 000 en Asie
de I’Est et 0,79 pour 100 000 en Asie du Sud. Tandis que d’autres régions comme 1’ Afrique
ou I’Amérique latine ne disposent pas d’études populationnelles. Ces différences pourraient

notamment étre la conséquence des facteurs environnementaux.

2.3 Ktiologie

A ce jour, chez la majorité des patients, la cause de la SLA est inconnue, méme si certains
patients ont une forme familiale de la maladie associée a des mutations génétiques. La SLA
est ainsi subdivisée en deux formes, une forme familiale comptant pour 5 a 10% des cas qui
ont généralement un mode de transmission mendélienne autosomique dominant, et les formes
sporadiques. La cause initiale des formes sporadiques est inconnue, mais probablement
multifactorielle, associant des facteurs environnementaux et des facteurs de susceptibilités

génétiques [2].

2.3.1 Facteurs génétiques

Les formes génétiques peuvent étre monogéniques lorsqu’un gene unique est impliqué, ou
multigéniques lorsque la maladie est causée par la présence d’anomalie au niveau de plusieurs
genes. La SLA a une cause monogénique dans 10 a 21% des patients, mais dans la majorité

des cas, il s’agit de I’interaction entre différents facteurs génétiques et environnementaux [2]

(Mead et al., 2023).

La cause génétique des formes familiales de la maladie est identifiée dans 60 a 70% des cas
(Ranganathan et al., 2020). Bien que les cas sporadiques n’aient pas de causes identifiées, de
larges ¢études génomiques ont suggéré que les cas sporadiques de SLA se basaient
essentiellement sur de rares variants génétiques (Hardiman et al., 2017; van Rheenen et al.,
2016). L’héritabilité est estimée approximativement a 50% (Ryan et al., 2019). Dans les
populations d’origine européenne, jusqu’a 20% des individus atteints de SLA ont un

historique familial soit de SLA soit de démence fronto-temporale (DFT).

Le premier géne a avoir été identifié¢ est celui de la cuivre/zinc superoxyde dismutase 1
(SOD1) en 1993 par Rosen (Rosen et al., 1993). Désormais, avec la multiplication des études

et des stratégies d’analyse du génome, plus de 40 geénes ont été incriminés dans la SLA
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(Gregory et al., 2020) (Figure 1). Parmi ces derniers, 4 génes comptent pour la moiti¢ de
I’ensemble des cas de SLA familiale : SODI, TARDBP, FUS et CY9orf72. Des différences
ethniques dans l'analyse génétique ont été trouvées. Des mutations de ces genes ont été
identifiées chez 55,5% des Européens atteints de SLA familiale et 43,6% des Japonais atteints
de SLA familiale. La différence entre les cas européens et japonais est principalement due a la
différence de fréquence de mutations de C9orf72. De plus, les mutations de SODI et FUS
sont plus courantes chez les Japonais, tandis que celles de TARDBP sont plus courantes chez

les Européens (Suzuki et al., 2023) (Figure 2).
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Figure 1: Chronologie de découverte des génes causatifs de la SLA depuis 1990. Depuis la découverte de
SODI, plus de 40 genes ont été identifiés en utilisant différentes stratégies d’analyse comme [’étude
d’association a [’échelle du génome (GWAS), le séquengage de I’exome entier (WES) ou le séquengage du
génome entier (WGS) (Gregory et al., 2020).
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Figure 2: Prévalence des causes génétiques les plus connues de la SLA en Europe et au Japon. Des
mutations des 4 genes principaux ont été décelées chez 55,5% des Européens atteints de SLA familiale et
chez 43,6% des Japonais touchés par cette forme familiale. En ce qui concerne la SLA sporadique, les
mutations de ces genes ne représentent que 7,4% en Europe et 2,9% au Japon (Suzuki et al., 2023).

La protéine SOD1 est une métallo-enzyme cytosolique qui participe a 1’élimination des
radicaux libres en catalysant la conversion des anions superoxydes en oxygene et peroxyde
d’hydrogéne (Rosen et al., 1993). Les mutations du geéne codant pour cette enzyme
(chromosome 21) peuvent causer la mort des motoneurones par l'acquisition de propriétés
toxiques en raison de protéines mal formées, d'agrégats de protéines et d'espéces réactives de
I'oxygeéne (ROS) (Ciryam et al., 2017; Ezzi et al., 2007; Grad & Cashman, 2014). Toutefois, il
y a une variation considérable dans I'activité enzymatique de ces protéines mutées (Ezzi et al.,

2007).

Les mutations de ce géne comptent pour 14,8% des formes familiales en Europe, pour environ
29,8% des formes familiales au Japon, et pour 1 a 2% des formes sporadiques. En plus de
cela, des disparités existent dans la prévalence des mutations du géne SODI entre I’Europe,

I’ Amérique du Nord et le Japon (Suzuki et al., 2023) (Figure 2).

Le géne TARDBP (chromosome 1) est un des geénes principaux retrouvés mutés dans la SLA,
identifi¢ comme causatif en 2006. Il code pour la protéine de liaison de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) TAR 43 (TDP-43) qui participe a la régulation du traitement et

I’épissage de 1’acide ribonucléique (ARN). Cette protéine est essentielle au fonctionnement et



a la survie des neurones (Archbold et al., 2018). Il s’agit de la protéine retrouvée la plus
fréquemment dans les agrégats protéiques au niveau du cytoplasme des neurones dans les cas
de SLA et de DFT (Suk & Rousseaux, 2020). Ce phénoméne pathologique est considéré
comme caractéristique de la SLA, étant donné qu’il est retrouvé dans 97% de 1’ensemble des
cas de SLA, a I’exception des formes familiales causées par des mutations de SODI et FUS.
L’agrégation pourrait étre la conséquence d’un défaut de recyclage des déchets a I’intérieur
des cellules (Mead et al., 2023). Sa perte de fonction altére le transport axonal et est associée

a la neurodégénérescence (Alami et al., 2014).

Les mutations de cette protéine comptent pour 4,2% des formes familiales en Europe et 2,6%
au Japon. Elles représentent également 0,8% des formes sporadiques en Europe et 0,2% au

Japon (Suzuki et al., 2023) (Figure 2).

Des altérations génétiques du géne FUS, qui code pour une protéine de liaison a 'ARN, la
protéine de fusion du sarcome (FUS), ont également été impliquées dans la pathogenese de la
maladie. Ce géne a été identifié comme causatif de la SLA en 2009. A 1’état physiologique, la
protéine est impliquée a différentes étapes de 1’expression génique. Normalement localisée
dans le noyau cellulaire, lorsque cette protéine est mutée, elle s'accumule dans le cytoplasme
des cellules nerveuses, formant des agrégats qui meénent a la mort des motoneurones dans la
SLA (Ciryam et al., 2017; C. Huang et al., 2011; Kwiatkowski et al., 2009; Naumann et al.,
2018; Vance et al., 2009).

Au Japon, les mutations de FUS sont les deuxiémes plus fréquentes parmi les cas familiaux
avec pres de 10% des cas. En Europe, les mutations de FUS ne représentent que 2,8% des cas
familiaux. Dans les deux populations, les mutations de ce géne comptent pour 0,9% des

formes sporadiques (Suzuki et al., 2023) (Figure 2).

L’expression répétée de I’hexanucléotide « GGGGCCC » dans la région non codante du géne
C9orf72 a ¢été associée a plusieurs formes de SLA et est responsable d’une
neurodégénérescence (DeJesus-Hernandez et al., 2011; McGoldrick et al., 2018; Renton et al.,
2011). Les fonctions de C9orf72 ne sont pas encore €¢lucidées, mais semblent impliquées dans

le trafic des protéines.

Alors que la fréquence de la mutation C90rf72 est estimée & 40% en Europe et aux Etats-
Unis, elle est moins fréquente au Japon, autour de 1 a 2% dans la SLA familiale et 0,2% dans

la SLA sporadique (Suzuki et al., 2023) (Figure 2).

D'autres mutations génétiques moins fréquentes, sont é¢galement mises en cause dans certains

cas de SLA, telles que VABP, OPTN, VCP, UBQLN2, MATR3, TBK1, NEK1, C210RF2,



entre autres (Chia et al., 2018; Leblond et al., 2014). De nouveaux locus a risque génétique

continuent d’étre identifiés (van Rheenen et al., 2021).

Ces mutations sont impliquées dans un ensemble de mécanismes biologiques essentiels
comme le stress oxydatif, I’excitotoxicité, la dérégulation des fonctions mitochondriales,
I’homéostasie protéique, la neuro-inflammation, le métabolisme des ARN ou encore le trafic

intracellulaire (Figure 3).
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Figure 3: Mécanismes pathogéniques de la SLA et les génes impliqués. (Mead et al., 2023).

La distinction entre les formes familiales et sporadiques tend a disparaitre en faveur d’une
standardisation du profilage génétique des patients. La maladie pourra étre classée en fonction

des mutations génétiques associées.

De nombreuses mutations génétiques sont présentes de nombreuses années avant la survenue
de la maladie. L’age tardif de survenue de la maladie suggererait un processus complexe
impliquant les facteurs de risques génétiques, mais également le mode de vie et des facteurs

de risques environnementaux (Al-Chalabi et al., 2014).

2.3.2 Facteurs environnementaux

Il est supposé qu'un grand nombre de facteurs environnementaux accroissent le risque de
développer la SLA, en altérant les fonctions des cellules nerveuses. Cependant, la majorité de
ces facteurs n’ont pas été identifiés comme une cause certaine de la maladie, avec la présence

de résultats contradictoires souvent causés par la présence de facteurs de confusion au sein
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des études épidémiologiques. A I’heure actuelle, les seuls facteurs de risques confirmés sont

I’age et le sexe masculin (Longinetti & Fang, 2019).

Les facteurs les plus retrouvés dans les études sont la cyanotoxine f-méthylamino-L-alanine
(L-BMAA), le formaldéhyde, le sélénium et les métaux lourds comme le manganese, le
mercure, le zinc et le cuivre (Newell et al., 2022; Spencer et al., 2019). Les engrais, les
pesticides, les radiations, les polluants atmosphériques et les solvants aromatiques sont des

facteurs pouvant également étre associés a la maladie (Malek et al., 2015; Yu et al., 2014).

Le tabagisme semble étre un facteur de risque important de SLA, soutenu par des données
épidémiologiques et génétiques (Armon, 2019; Bandres-Ciga et al., 2019). Plusieurs études
ont montré que les personnes fumeuses ont un risque accru de développer la SLA par rapport
aux non-fumeurs. La précocité, la durée et I’intensité du tabagisme jouent également un role
(Vasta et al., 2022). Cependant, toutes les études n’ont pas soutenu cette hypothese (Alonso et

al., 2010). Fumer pourrait augmenter le stress oxydatif par la production de ROS.

Concernant I’activité physique excessive, la littérature souligne son rdle délétere dans la
survenue de la SLA (Al-Chalabi & Hardiman, 2013). Une ¢tude de randomisation
mendélienne récente a mis en €vidence un lien direct entre I’activité sportive et le risque de
SLA, suggérant une relation causale (Julian et al., 2021). Un exercice intensif pourrait exercer
une pression accrue sur le systéme moteur, notamment par le stress oxydatif (Vasta et al.,
2022). Les données obtenues sont souvent contradictoires et le niveau d’exercice nécessaire
pour augmenter le risque n’est pas défini (M.-D. Wang et al., 2017). Il a d’ailleurs été¢ montré
qu’une activité sportive chez des patients atteints de SLA entralnait un changement
métabolique cérébral qui suggererait une meilleure capacité de résistance au processus

neurodégénératif (Canosa et al., 2020).

La lipidémie est également un des facteurs étudiés ces dernieres années. Une étude de
randomisation mendélienne récente a montré que I’augmentation des lipoprotéines de basse
densit¢ (LDL) plasmatique est directement corrélée avec le risque de développer la SLA
(Bandres-Ciga et al., 2019). Les données épidémiologiques n’ont pas toujours été en faveur de
ce résultat avec une nouvelle fois des résultats contradictoires. Une large étude a montré
qu’un grand nombre de médicaments hypolipémiants ont été associés a un risque plus faible

de SLA (Pfeiffer et al., 2020).

2.4 Physiopathologie
Les mécanismes a 1’origine de la dégénérescence des motoneurones au cours de la SLA sont
encore mal compris. IlIs sont considérés comme résultant de I’interaction entre différents

mécanismes physiopathologiques distincts. La SLA est une maladie hétérogéne dans laquelle
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chaque individu a des mécanismes différents plus ou moins impliqués dans la survenue de la

maladie.

2.4.1 Stress oxydatif

Le stress oxydatif intervient lors d’un déséquilibre entre les radicaux libres pro-oxydants et
les antioxydants ou quand la cellule est incapable de réparer ou éliminer les dommages causés
par ce stress. Cela va étre a I’origine d’une production excessive de ROS qui ont un rdle
important a la fois en conditions physiologique et pathologique, pouvant exercer des fonctions

opposées sur le métabolisme cellulaire (Maldonado et al., 2020).

Le processus de stress oxydatif est a I'origine de dommages neuronaux et favoriserait le
vieillissement du SNC en altérant la structure et la fonction de protéines, lipides, ADN et
ARN. Les ROS peuvent provoquer des mutations de I'ADN mitochondrial, influer sur la
perméabilité membranaire et 'homéostasie du calcium, ainsi que renforcer 'oxydation des
lipides et la carbonylation des protéines, tout ceci participant a la physiopathologie de
diverses maladies neurodégénératives (Singh et al., 2019). Des preuves croissantes suggerent
que les dommages oxydatifs jouent un role clé¢ dans la physiopathologie de la SLA (Barber &
Shaw, 2010; Ferraiuolo et al., 2011).

Des études ont montré que les patients atteints de SLA présentent des niveaux élevés de
biomarqueurs de stress oxydatif, tels que les ROS et les produits de peroxydation lipidique,
dans le liquide céphalo-rachidien et le plasma sanguin (Park & Yang, 2021). Les mode¢les de
SLA sont également associés a ’altération du systéme de défense antioxydant comme la
dérégulation de I’homéostasie du glutathion et de la voie Nrf2-ARE (Mead et al., 2023). Nrf2
est un régulateur de multiples réponses cytoprotectrices, qui participe a la transcription de
genes impliqués notamment dans la régulation du glutathion. L’altération de la voie Nrf2-
ARE est associée a la pathologie de la SLA et entraine un stress oxydatif (Arslanbaeva &

Bisaglia, 2022).

Le stress oxydatif est un processus complexe associ¢ a d’autres mécanismes comme
I’agrégation protéique et le dysfonctionnement mitochondrial qui contribuent a 1'é1évation des
ROS. Des études biochimiques et cellulaires ont déterminé que le stress oxydatif favoriserait
la mauvaise localisation, la phosphorylation et la formation d’agrégats de TDP-43
ressemblant a ceux retrouvés dans le SNC de patients atteints de la SLA. A D’inverse,
I’agrégation de TDP-43 enferme des microARN (miARN) et des protéines, notamment des
protéines mitochondriales codées par le génome nucléaire, a 1’origine d’une dérégulation des

fonctions mitochondriales entrainant une intensification du stress oxydatif (Mead et al., 2023).



Le stress oxydatif est aussi impliqué dans les interactions entre motoneurones, microglie et

astrocytes (Deora et al., 2020; Kazama et al., 2020).

2.4.2 Excitotoxicité

L’excitotoxicité est une transmission excessive du neurotransmetteur glutamate, qui entraine
une augmentation du calcium dans les neurones récepteurs du signal entrainant des effets
neurotoxiques. L’excitotoxicité entraine des changements pathologiques a I’origine d’autres
mécanismes biologiques comme le stress du réticulum endoplasmique ou encore une
surcharge en calcium de la mitochondrie. Une exposition excessive au glutamate entraine
¢galement une diminution intracellulaire de 1’antioxydant glutathion et augmente par

conséquent les signes de stress oxydatif (Mead et al., 2023).

L’excitotoxicité est impliquée dans les maladies neurodégénératives, dont la SLA en raison
d’une sensibilit¢é accrue des motoneurones a ce phénomeéne. Ils possédent une faible
expression en protéines tampon du calcium (parvalbumine et calbindine) ainsi que des
récepteurs a I’acide o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique (AMPA) plus
perméables au calcium que les autres sous-types neuronaux. Le transporteur d’acides aminés
excitateurs 2 (GLT1-EAAT2), est une protéine astrogliale responsable en grande partie de la
recapture synaptique en glutamate. Cette protéine est altérée ou diminuée dans la SLA, ce qui
entraine une accumulation synaptique de glutamate a 1’origine de la toxicité envers les
motoneurones. L’excitotoxicité est un mécanisme considéré comme commun a I’ensemble

des formes de SLA (Mead et al., 2023).

2.4.3 Dysfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries sont des organites présents dans les cellules eucaryotes, essentiels pour la
production de bioénergie ou adénosine triphosphate (ATP), le métabolisme cellulaire, la
transduction du signal, 'homéostasie du calcium, les réponses immunitaires et I’apoptose. La

stabilité de leurs fonctions joue ainsi un role crucial dans les neurones (Zhao et al., 2022).

Des anomalies mitochondriales sont au cceur de la physiopathologie de différentes maladies
neurodégénératives (Obrador et al., 2021). Ces anomalies sont retrouvées au sein des
motoneurones, elles peuvent étre structurelles ou fonctionnelles et sont a ’origine d’un
ensemble de phénomeénes. Les phénoménes observés dans les cas de SLA sont variés et
incluent des altérations de la structure des mitochondries (qui deviennent gonflées ou
vacuolées), des perturbations dans la production d'énergie, une surproduction de ROS, des
altérations de la perméabilité et du transport mitochondrial, des dysfonctionnements dans la
mitophagie et le tamponnage calcique, ainsi que le déclenchement de 'apoptose (Hardiman et

al., 2017; Mead et al., 2023).

10



Les mutations de geénes comme FUS et SODI, et la présence de protéines anormales
retrouvées chez les patients atteints de SLA meénent a des dommages mitochondriaux. TDP-
43 a un role dans le maintien de ’homéostasie de la mitochondrie en régulant la traduction
des ARNs mitochondriaux. En cas de SLA, les mutations du géne 7TARDBP sont a 1’origine
de I’agrégation de TDP-43 ainsi que d’une augmentation de sa localisation mitochondriale.
Les agrégats séquestrent des miARN et des protéines mitochondriales encodées par le génome
nucléaire. Un niveau anormal d’expression de TDP-43 cause aussi une dérégulation des
fonctions mitochondriales qui augmente le stress oxydatif et méne notamment a une altération
de la fonction de la chaine respiratoire (Mead et al., 2023). Dans des mode¢les de C9orf72, les
protéines dipeptidiques répétées (DRP) altérent également les fonctions mitochondriales,

causent du stress oxydatif et des dommages de I’ADN (Lopez-Gonzalez et al., 2016).

2.4.4 Altération de I'homéostasie des protéines

L'homéostasie des protéines est un équilibre crucial entre la production et la dégradation des
protéines, assurant la régulation interne des processus cellulaires tels que la synthése, le
repliement, le trafic et la dégradation des protéines, ainsi que le maintien du protéome. La
perturbation de cet équilibre a des répercussions sur la durée de vie des organismes, entrainant
un vieillissement cellulaire et des maladies liées a I'age [4]. L’altération de I’homéostasie des
protéines joue notamment un role central dans la pathogenése de maladies

neurodégénératives, dont la SLA.

La présence de protéines mal replies est identifiée par les différents compartiments
cellulaires (cytoplasme, réticulum endoplasmique, mitochondries) et provoque un stress
cellulaire. Dans le contexte des maladies neurodégénératives, la réponse intégrée au stress
(ISR) joue un role crucial pour tenter de maintenir la santé cellulaire et atténuer les dommages
potentiels. Elle se compose de quatre kinases et remodele la traduction et la transcription pour
restaurer 'homéostasie dans la cellule. Cependant, en cas de stress chronique ou excessif,
I’ISR peut également favoriser la mort cellulaire. Elle est activée dans la SLA et peut

favoriser davantage la neurotoxicité apres induction par le stress (Marlin et al., 2022).

D’autres mécanismes entrent en jeu comme les granules de stress composées d’ARNm et de
protéines de liaison de I’ARN qui permettent a la cellule de répondre au stress en
interrompant la traduction de la majorit¢ des ARNm et en privilégiant celle des protéines
cytoprotectrices. De nombreux génes de la SLA codent pour des protéines qui interferent avec
la dynamique des granules de stress par des mutations de leur domaine de faible complexité

(TARDBP, FUS, ATXN2). La perturbation des granules de stress dans la SLA peut
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potentiellement contribuer a la formation d'agrégats protéiques de TDP-43 et a d'autres

altérations cellulaires associées a la maladie (Mead et al., 2023; Ratti et al., 2020).

Les motoneurones sont particulierement vulnérables au stress protéomique en raison de leur
taille, de leurs terminaisons axonales, de leur incapacité a réagir efficacement aux chocs
thermiques et de leur faible expression des geénes du systeéme ubiquitine-protéasome qui est
essentiel a la régulation fine de la composition protéique de la cellule, au contrdle de la

signalisation et a l'adaptation aux conditions cellulaires changeantes.

Les protéines codées par des génes associés a la SLA interviennent a différents niveaux dans
la régulation de la protéostase. La présence de mutations du géne SODI est associée a une
réduction de I'expression des composants du systéme ubiquitine-protéasome (Urushitani et al.,
2002). Des anomalies des protéines chaperons ont été identifiées en cas de mutations des
génes SODI et TARDBP. Ces protéines ont pour fonction d'assister d'autres protéines dans
leur maturation en évitant la formation d'agrégats (Hardiman et al., 2017). La délocalisation
de TDP-43 entraine des altérations dans la régulation de I'épissage, une sensibilité accrue au
stress cellulaire, des dommages a 1'ADN, des changements dans le transcriptome et une

perturbation du transport des ARNm des protéines ribosomiques (Mead et al., 2023).

C9orf72 participe a l'initiation de l'autophagie, tandis que d'autres protéines controlent la
maturation des autophagosomes ou entravent la livraison des substrats a l'autophagosome
(Mead et al., 2023). SODI1 et TDP-43 sont, quant a eux, connus pour étre des substrats de
I’autophagie, ce qui suggére qu’un dysfonctionnement de ce processus contribue a
I’accumulation toxique de ces protéines dans la SLA. L’accumulation de ces protéines
contribue au déclenchement d’autres mécanismes pathologiques impliqués (Hardiman et al.,

2017).

2.4.5 Neuro-inflammation

La neuro-inflammation est une condition délétére commune a de nombreuses pathologies du
SNC. Elle résulte non seulement des réponses immunitaires innées locales intrinseques au
SNC (microglie activée), mais aussi de la migration de cellules immunitaires activées en

périphérie (lymphocytes et macrophages).

L’ensemble des mécanismes toxiques pour les motoneurones au cours de la SLA va aboutir a
leur mort et ainsi induire puis amplifier une inflammation du SNC qui va elle-méme conduire
a la neurodégénérescence (Béland et al., 2020). En plus de cela, certaines mutations de génes
comme TARDBP ou C9orf72 sont impliquées dans le déclenchement de 1’inflammation

(Mead et al., 2023).

12



Au cours de la maladie, une réponse inflammatoire toxique implique les lymphocytes T (LT)
CD4 Thl et Th17, ainsi que les macrophages, la microglie (Chiot et al., 2019). Cette neuro-
inflammation semble accentuée par la déficience d’une sous-population de LT, les LT
régulateurs (Tregs), dont la fonction est de bloquer, entre autres, 1’activité des lymphocytes
Thl et Th17 impliqués dans des mécanismes pro-inflammatoires (Beers & Appel, 2019;
Henkel et al., 2013; Sheean et al., 2018).

La dysfonction des Tregs est notamment contrdlée par une sous-population de macrophages,
les macrophages pro-inflammatoires M1. Les macrophages sont habituellement séparés en
deux catégories selon leur activité. Les macrophages M1 sont pro-inflammatoires tandis que
les M2 sont immunosuppresseurs. Ces phénotypes étant les deux extrémes d’un spectre d’état

d’activation bien plus complexe des macrophages in vivo (Lyon et al., 2019).

Les cellules de la microglie forment la seule population résidente de macrophage dans le SNC
(Li & Barres, 2018). Elles régulent le micro-environnement et participent a 1’homéostasie
neuronale, notamment par la sécrétion de facteurs neurotrophiques (Davalos et al., 2005;
Kettenmann et al., 2013; Nimmerjahn et al., 2005). La microglie est le premier répondeur en
cas de dommages du SNC, griace a la présence de récepteurs et senseur a sa surface. En
conditions physiologiques, la microglie est maintenue dans un état de repos par 1’expression
de molécules et chimiokines de costimulation négative (Ban et al., 2019). En présence de
signaux de dangers, la microglie passera de 1’état de repos a un état activé, correspondant a la

microgliose.

Chez un patient atteint de la SLA, au cours des stades précoces de la maladie, les
macrophages M2 ainsi que les astrocytes vont produire des facteurs anti-inflammatoires (IL4,
IL10, TGF-beta) qui, avec les LT CD4 Th2 et les Tregs, vont venir inhiber le développement
des LT pro-inflammatoires Th1 et Th17. La réponse initiale du systéme immunitaire est donc

neuroprotectrice.

Au cours des stades plus tardifs, lorsque les dommages ne peuvent plus étre €éliminés ou
contenus, les macrophages vont majoritairement adopter un phénotype M1 entrainant le
dysfonctionnement des Tregs. Les Tregs deviennent alors incapables d’empécher le
développement des LT Thl et Thl7, induisant ainsi la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires. Ces facteurs vont induire une infiltration lymphocytaire et monocytaire dans
le SNC. Cela est a I’origine d’une neuro-inflammation excessive et d’une neurotoxicité

menant a une exacerbation des dommages initiaux (Béland et al., 2020).
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2.4.6 Dommages et réparation de ’ADN

Les cellules post-mitotiques comme les neurones sont plus sensibles aux dommages de
I’ADN qui peuvent mener a la mort cellulaire en 1’absence de réparation. Des dommages de
I’ADN ainsi qu’une activation de la réponse aux dommages de I’ADN (DDR) sont retrouvés

dans les cas de SLA (Mead et al., 2023).

Certains genes retrouvés mutés dans la SLA ont été associés a I’augmentation des dommages
de ’ADN et jouent également un rdle dans sa réparation. C9orf72 entraine notamment une
¢lévation d’un régulateur de la DDR (Mead et al., 2023). Les expansions d'hexanucléotides
C90rf72 sont susceptibles de former des structures d'ADN G-quadruplex qui favorisent la
formation de boucles R, des structures hybrides ADN-ARN qui augmentent la susceptibilité
aux dommages de I’ADN et a ’instabilité du génome. Les boucles R sont des substrats pour
les ruptures de brins d'ADN et constituent un des éléments principaux des dommages

neuronaux causés par la répétition d’expansion dans C9orf72 (Hardiman et al., 2017).

TDP-43 joue un role dans la signalisation de la DDR en s’associant avec des protéines. La
perte de TDP-43 au niveau nucléaire est corrélée avec la rupture des brins d’ADN et
I’activation de la DDR. TDP-43 semble aussi impliqué dans la réparation par jonction
d'extrémité non homologue, ainsi la mutation de TARDBP empéche ce mécanisme et mene a
des dommages de I’ADN qui eux-mémes peuvent étre a 1’origine de la délocalisation de TDP-
43. La perte de TDP-43, tout comme la mutation de TARDBP, augmente la formation de
boucles-R et I'instabilit¢ du génome. Les mutations de FUS sont aussi impliquées dans
I’altération des mécanismes de réparation de I’ADN (Hardiman et al., 2017; Mead et al.,

2023).

2.4.7 Dérégulation du métabolisme et du transport nucléocytoplasmique de I’ARN

Le métabolisme des ARN est un mécanisme cellulaire nécessaire a la survie. L’ARN subit un
traitement complexe du noyau jusqu’au cytoplasme, ou il sera finalement traduit. Dans le cas
des motoneurones, les ARN messagers (ARNm) peuvent étre transportés pour une traduction

protéique locale au niveau du compartiment axonal.

La dérégulation du métabolisme de I’ARN est centrale dans la physiopathologie de la SLA.
FUS et TDP-43 sont des protéines de liaison de I’ARN impliquées dans de nombreux
mécanismes comme 1’épissage, la transcription, la stabilité, 1’export et la biogenése des
miARN. La délocalisation de TDP-43 et de FUS, du noyau au cytoplasme résulte de
I’altération du traitement de leurs ARN (Amlie-Wolf et al., 2015; Y. Zhou et al., 2014). Cette
délocalisation participe a la perturbation de transport nucléocytoplasmique par la

séquestration de composants du mécanisme (Mead et al., 2023).
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Les structures G-quadruplex rencontrées dans les cas SLA causés par C9orf72 interagissent
avec les facteurs de traitement de I'ARN. En supplément, les répétitions d’hexanucléotides
dans le géne CY9orf72 ménent a la formation et 1’accumulation d’espéces anormales d’ARN
dans le noyau qui séquestrent de nombreuses protéines de liaisons de I’ARN causant une

toxicité directe de ’ARN.

2.4.8 Altération du trafic intracellulaire

La répétition de I’expansion GGGGCC dans CYorf72 affecte également la localisation
intracellulaire de I’ARNm de C90rf72 et peut mener a la production de DRP. Ces DRP
interfeérent avec le transport nucléocytoplasmique normal et ménent a une neurotoxicité par

plusieurs mécanismes (Hardiman et al., 2017).

TDP43 a un role dans la régulation du trafic endosomal et une perte de sa fonction meéne a une

altération de la santé neuronale.

2.4.9 Altération du transport et de l'intégrité axonal

En raison de leur polarisation extréme, les motoneurones sont particulie¢rement dépendants du
transport rétrograde et antérograde des cargos pour maintenir 1'intégrité de leurs axones. Des
anomalies dans le transport axonal ont été observées dans divers modeles de SLA ainsi que

dans la maladie humaine.

Cela se manifeste par des accumulations pathologiques d'organites et de neurofilaments
phosphorylés dans les axones des motoneurones, ainsi que par l'identification de mutations
associées a la SLA dans des genes impliqués dans le transport cytosquelettique et axonal. Des
modeles in vivo ont mis en évidence un rdle prépondérant du mutant TDP-43 dans la

médiation des défauts de transport axonal (Mead et al., 2023).

2.4.10 Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est I’ensemble des micro-organismes vivant dans le tractus gastro-
intestinal. Ils assurent des fonctions métaboliques, physiologiques et immunitaires et peuvent
étre considérés comme un autre organe humain (Baquero & Nombela, 2012). Récemment, des
¢tudes approfondies ont révélé que 1'axe microbiote-intestin-cerveau est étroitement impliqué

dans la physiopathologie des maladies neurologiques (Khatoon et al., 2023).

Des recherches récentes menées sur des modeles murins présentant des mutations des geénes
SOD1 et CY9orf72 ont mis une évidence une influence du microbiote intestinal sur le
développement de la maladie, associant la gravité de la maladie a des populations spécifiques
de micro-organismes intestinaux (Blacher et al., 2019; Burberry et al., 2020). La composition

du microbiote intestinal chez la souris avait ¢été¢ altérée avant ['émergence du
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dysfonctionnement des motoneurones, ce qui suggere que la dysbiose intestinale pourrait agir

comme 1'un des mécanismes possibles de I'apparition de la SLA (Blacher et al., 2019).

Des différences ont été identifiées entre le microbiome intestinal des patients atteints de SLA
et de patients controles. Ces expériences ont permis ¢galement I’identification de
biomarqueurs potentiels pour une étude plus approfondie de I’apparition et du développement
de la SLA (Zeng et al., 2020). Cependant, beaucoup de résultats sont encore discordants avec
I’utilisation de cohortes relativement petites pouvant empécher l'identification de
caractéristiques précises du microbiome (Boddy et al., 2021). La réduction du nombre
d'agents pathogenes et la favorisation de la croissance des probiotiques sont des pistes

thérapeutiques a explorer.

2.5 Clinique

La clinique découle d’une atteinte sélective des motoneurones commandant les muscles
volontaires. Les premiers symptomes de la SLA sont associés a des dysfonctions motrices
telles que la faiblesse musculaire, la spasticité et la dysphagie [1] (Hardiman et al., 2017).
Cependant, plus de 35% des cas sont associés a des troubles cognitifs ou comportementaux
d’intensité variable, et dans 10 a 15% a des signes de DFT (Brent et al., 2020). L’atteinte
cognitive se manifeste par un syndrome dysexécutif avec diminution de la fluence verbale et
de lattention plus ou moins associée a des troubles mnésiques. Elle peut également entrainer
une labilit¢ émotionnelle marquée, des troubles du comportement de type activités

obsessionnelles stéréotypées, une désinhibition et une apathie [3].

Deux formes de SLA existent en fonction du site d’initiation de ’atteinte (Figure 4). La forme
spinale correspond a ’atteinte initiale des motoneurones de la ME, associée a des troubles de
la motricit¢é des membres. Dans 25 a 30% des cas, il s’agit d’une forme bulbaire qui
correspond, quant a elle, a I’atteinte initiale du tronc cérébral, a 1’origine de troubles de la
parole et de la déglutition (dysphagie) et des troubles de 1’élocution (dysarthrie motrice)
(Masrori & Van Damme, 2020). Cette forme est retrouvée plus fréquemment chez les femmes
avec une initiation a un age plus tardif [2] (Hardiman et al., 2017). Approximativement 3%
des cas auraient une initiation respiratoire. En territoire thoracique, la déficience motrice est

objectivée par un trouble ventilatoire restrictif pouvant aboutir a une hypoventilation.
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Figure 4: La dégénérescence neuronale dans la SLA. [2].
Dans tous les cas, I’oculomotricité et les sphincters sont respectés de méme que la sensibilité
objective [3].

Dans le cas des formes familiales, le tableau clinique retrouvé dépend du gene retrouvé muté.

Les patients porteurs d’une mutation de SODI ont majoritairement une initiation de la
pathologie au niveau des membres inférieurs (Bernard et al., 2020). Ces patients ne présentent

pas de troubles cognitifs.

Les mutations du géne TARDBP sont associées a une initiation au niveau des membres
supérieurs dans 2/3 des cas. L.’age d’apparition de la pathologie est assez large et 1’évolution

de la maladie est plus longue avec 5 ans en moyenne [5] (Harms & Baloh, 2013).
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Les mutations du géne FUS s’accompagnent d’un début précoce entre 30 et 40 ans avec
initiation aux niveaux des muscles cervicaux ou des épaules, et a une évolution rapide de la

maladie d'environ 2 ans (Suzuki et al., 2023)

Le géne CYorf72 est associé a un début plus tardif que les formes sporadiques. 40% des cas
sont associés a une initiation bulbaire et 45% avec des troubles cognitifs. L’évolution est

assez rapide avec une moyenne de 33 mois [5] (Hiibers et al., 2014).

2.6 Diagnostic
Le diagnostic de la SLA a pour objectif d’identifier la pathologie et de mettre en place une
prise en charge adaptée du patient. Pour cela, il faut identifier la gravité initiale ainsi que les

facteurs pronostiques (nutritionnel et respiratoire), et rechercher les complications éventuelles.

Puisque la majorité des cas sont sporadiques, le diagnostic ne peut pas étre effectué¢ par test
génétique. Le diagnostic se base ainsi sur des critéres cliniques et est encore compliqué en
I’absence de dépistage exclusif de la SLA. Les symptomes précoces de la pathologie sont

semblables a ceux d’autres maladies et peuvent passer inapergus.

Le diagnostic clinique de la SLA doit étre évoqué a la suite d’'un examen neurologique
reposant sur la recherche de signes d’atteinte du motoneurone central et périphérique, associée

a une diffusion progressive des symptomes.

L’atteinte du motoneurone central repose essentiellement sur la présence d’un syndrome
pyramidal avec spasticité, clonus, signe de Hoffman ou de Babinski. Celle du motoneurone
périphérique correspond a des symptomes différents en fonction des zones concernées. Une
atteinte bulbaire est associée a des troubles de la déglutition et de 1’¢élocution. L’atteinte des
membres se traduit par un déficit moteur avec amyotrophie, fasciculations et crampes,
s’étendant de facon progressive. Enfin, une atteinte thoracique est associé¢e a des troubles

ventilatoires restrictifs.

Les troubles cognitifs ou psycho-comportementaux sont fréquents, mais le plus souvent
infracliniques. Il n’existe pas d’évaluation neuropsychologique standardisée pour ces troubles
dans la SLA, la batterie rapide d’évaluation des fonctions frontales (BREF) étant la plus
souvent utilisée [3]. A I'échelle internationale, le dépistage cognitif et comportemental de la

SLA d'Edimbourg (ECAS) est recommandé a cette fin.

L’examen paraclinique indispensable est 1’¢lectroneuromyographie effectuée selon un
protocole standardis¢ pour affirmer la dénervation des muscles et en apprécier 1’étendue
(recherche des anomalies électriques de souffrance du motoneurone périphérique et précision

de leur extension par la réalisation d’un électromyogramme). Il n’objective pas d’anomalie en
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stimulodétection motrice, ni de trouble de la jonction neuromusculaire, ni d’atteinte des

potentiels sensitifs.

L’hémogramme, la vitesse de sédimentation, la protéine réactive C (CRP) et I’examen du
liquide céphalo-rachidien (cellules, protéinorachie et bilan inflammatoire) sont retrouvés
normaux. Il y a une absence de syndrome inflammatoire et une immunofixation normale
(peuvent étre présents : CRP augmentée, pic d’immunoglobuline, taux d’anticorps anti-
glycoprotéine associé¢ a la myéline (MAG) élevé sans spécificité démontrée ni de fréquence

significative).

Une imagerie du cerveau et de la ME (imagerie par résonance magnétique : absence
d’¢éléments expliquant I’ensemble des signes neurologiques) ainsi qu’une stimulation
magnétique peuvent étre effectuées pour exclure les maladies qui peuvent présenter des

symptomes similaires et qui sont potentiellement traitables.

En cas de doute, le bilan exploratoire initiale doit étre réévalué¢ entre 3 et 6 mois.
L’aggravation des symptdmes au cours de ce délai est un élément de confirmation du

diagnostic [2].

Le diagnostic et le suivi de la SLA reposent sur des critéres et échelles variés, sans
recommandation précise sur leur utilisation en dehors des essais cliniques. Un consensus
d’experts réalis¢é en France en 2023 a déterminé la pertinence des échelles. Les criteres
simplifiés de Gold Coast (Annexe 1) sont ceux utilisés pour établir un diagnostic, tandis que
les critéres d’El Escorial révisés permettent I’inclusion de patients dans les essais cliniques.
Les critéres utilisés dans les essais ne sont pas complétement transposables en pratique

quotidienne (Verschueren et al., 2023).

L’ALSFRS-R utilisée en routine mesure ’atteinte fonctionnelle (en points ou pente évolutive,

non en pourcentage). Un score < 38/48 témoigne d’un déficit fonctionnel significatif (Annexe

2).

Une étude génétique moléculaire doit étre effectuée en cas de forme familiale (deux cas ou
plus dans la généalogie) ou en cas d’antécédent familial de démence et plus spécifiquement de
DFT. Elle se fait aprés I’obtention du consentement signé du patient par le praticien.

L’interprétation doit prendre en compte le tableau clinique

2.7 Prise en charge
Le neurologue assure le diagnostic de la SLA, ainsi que la prescription initiale du traitement
de fond. L’annonce de ce diagnostic et de ses étapes évolutives peut justifier 1’intervention

d’un psychologue clinicien pour prendre en charge les traumatismes psychologiques pouvant
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étre engendrés. Cette annonce est effectuée par un centre spécialisé lorsque suffisamment
d’éléments diagnostics ont ¢été rassemblés. Lors d’un deuxiéme rendez-vous, la

compréhension du patient et de son entourage est évaluée.

A la suite du diagnostic, les patients sont accompagnés et font notamment 1’objet d’une prise
en charge multidisciplinaire impliquant différents intervenants afin de diminuer et soulager

les symptomes.

Cette prise en charge doit étre coordonnée, évolutive et adaptée au patient en impliquant, en
plus du neurologue, des médecins de spécialités complémentaires (pneumologue, gastro-
entérologue, nutritionniste, oto-rhino-laryngologiste, médecin de médecine physique et
réadaptation, médecin de soins palliatifs), médecin généraliste, kinésithérapeute, infirmier,
ergothérapeute, orthophoniste, diététicien, assistante sociale, psychologue ou encore auxiliaire
de vie [2]. Cela est facilité par la constitution de centres experts et de réseaux de soin. Ces
différents acteurs interviennent dans 1’éducation thérapeutique et doivent s’assurer de

I’implication active du patient.

Cette éducation comprend la gestion de la fatigue, du stress et de la vie quotidienne, des
conseils sur les gestes a effectuer et a éviter, les aides techniques et les solutions de
compensation des déficiences. Elle inclut également 1'éducation nutritionnelle pour
l'adaptation aux difficultés de déglutition et de mastication. Les équipes de soins palliatifs
peuvent fournir des conseils pour soulager les symptomes douloureux et inconfortables, ainsi
que pour aider a la délibération sur les orientations thérapeutiques et I'¢laboration des

directives anticipées. Les associations de patients peuvent également fournir un soutien utile.

Le suivi clinique de la SLA est trimestriel et comprend une évaluation de divers aspects tels
que les déficiences neurologiques, la douleur, I'évaluation orthopédique, le bilan de
kinésithérapie, les signes respiratoires et la qualit¢ du sommeil. Les bilans orthophoniques et
ergothérapiques sont également évalués. Le suivi nutritionnel est important pour contrdler la
prise de poids, les apports caloriques, protéiques et hydriques, les fausses routes et les facteurs
limitant la prise alimentaire. Les examens biologiques sont effectués pour surveiller les effets
du traitement par riluzole et la détection de l'insuffisance respiratoire. Les évaluations
respiratoires comprennent des épreuves fonctionnelles respiratoires et des oxymétries
nocturnes. Les polysomnographies sont effectuées en cas de suspicion de syndrome d'apnées
du sommeil. Les résultats de tous ces examens sont transmis au médecin traitant et aux
médecins spécialisés impliqués avec des indications pour les soins et les actions a mettre en

place.
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L’équipe projet de la filiere nationale de santé maladies rares : Sclérose Latérale
Amyotrophique et maladies du neurone moteur (FILSLAN) en concertation avec les
responsables des centres a concu une carte d’urgence « Maladies du neurone moteur » qui

peut étre obtenue dans les centres SLA et autres maladies rares du neurone moteur (Figure 5).
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Toute décision de réanimation ou d'intubation doit se prendre en accord avec le
malade, son entourage et si possible avec le médecin traitant et le centre spécialisé
de suivi (directives anticipées écrites, personne de confiance).

Insuffisance respiratoire aigiie

+ Rechercher une cause curable avant d'incriminer une défaillance des muscles
respiratoires liée a la maladie (fausse route, embolie pulmonaire, infection, cause
abdominale aggravante ...)

+ Mettre en route une ventilation non-invasive (VNI) d'attente si elle est possible

+ Chez un patient déja sous VNI au domicile, elle doit &tre maintenue si un transport
est nécessaire

« L'oxygénothérapie entraine un risque majeur d'induire une hypercapnie (débit
adapté, contréle de la gazométrie ou de la saturation en oxygene Sp02)
Encombrement

« Procéder au désencombrement bronchique par des manceuvres d'aide a la toux
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Les maladies du neurone moteur onten commun une perte de la fonction
motrice. Certaines peuvent entrainer une insuffisance respiratoire
restrictive avec encombrement bronchique, une altération de I'état
nutritionnel, un risque de fausse route, des difficultés d'expression
orale et écrite, ou encore une atteinte des fonctions cognitives.

Chute de sonde de gastrostomie

* Mettre d'urgence une sonde vésicale dans l'orifice

« Prendre contact avec le centre de suivi

Autres situations

» Fracture osseuse : privilégier la chirurgie, éviter l'immobilisation

« Hospitalisation : adapter le dispositif d'appel aux possibilités verbales et motrices,
veiller aux capacités de déglutition (sonde nasogastrique d'attente si nécessaire)

+ Immobilisation/alitement prolongé : mobilisation articulaire quotidienne pour
éviter les rétractions, prévention de thrombose et de surinfection

« Douleurs : protocoles habituels de prise en charge avec les précautions liges a
I'état, y compris morphiniques (en fonction de la capacité vitale respiratoire)

- Anesthésie : adapter les précautions & I'état ventilatoire, ne pas utiliser de
curarisants, précautions pour les dépresseurs respiratoires

« Hypersalivation : Scopolamine s/c a faible dose, aérosols, humidification et
aspiration buccale

- Utiliser un dispositif d'insufflation/exsufflation mécanique
+ Utiliser une antibiothérapie a large spectre. Eviter les fluidifiants bronchiques
« Aspirer les mucosités en cas d’'encombrement laryngé

Figure 5: Carte d’urgence « Maladies du neurone moteur ». [6].

2.7.1 Rééducation, réadaptation, dispositifs médicaux et autres éléments de
compensation des déficiences motrices
La kinésithérapie doit étre prescrite rapidement pour éviter les complications musculaires,
sans chercher a renforcer les muscles. La prise en charge peut se faire a domicile, en cabinet
libéral ou en centre spécialisé. La kinésithérapie comprend deux volets : la prise en charge
musculo-squelettique, qui implique des exercices de mobilisation passive, d'étirements
musculaires, de massages antalgiques et décontracturants, et la kinésithérapie respiratoire, qui
implique la prévention et le traitement de I'encombrement bronchique et 'aide a la ventilation.
Les principes validés incluent l'absence de mécanothérapie, de travail en charge ou en

excentrique, d'électrostimulation excito-motrice et des pauses fréquentes de récupération.

La rééducation orthophonique est recommandée des 1'apparition des troubles pour maintenir
la communication et les capacités de déglutition. La prise en charge comprend une évaluation
motrice et fonctionnelle suivie d'une rééducation qui implique des exercices musculaires
passifs et actifs et de coordination pneumo-phonique. Si la communication orale n'est plus
possible, l'orthophoniste aidera le patient a définir le mode de communication le plus

approprié en collaboration avec l'ergothérapeute.
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L'ergothérapie est nécessaire dés qu'il y a une géne fonctionnelle pour évaluer les handicaps et
'environnement, aider a l'autonomie quotidienne et a la réalisation d'appareillages adaptés.
Elle aide également a choisir les aides techniques et forme les équipes de proximité. Des
visites a domicile peuvent étre effectuées pour évaluer les contraintes et les recommandations

sont consignées dans un compte rendu.

Différentes aides et différents dispositifs médicaux peuvent étre proposé€s aux patients
souffrant d'une atteinte motrice, de troubles de la communication, de la déglutition, de la
nutrition ou de troubles respiratoires dans le cadre d'une prise en charge de la SLA. Pour les
atteintes motrices, des orthéses, des aides techniques et des adaptations diverses peuvent étre
proposées. La prescription d'un fauteuil roulant peut étre envisagée dés l'apparition des
difficultés de déambulation pour éviter la fatigue et les chutes. En cas d'incapacité
fonctionnelle, d'autres dispositifs tels que le 1éve-personne, le lit médicalisé ou les coussins de
positionnement peuvent étre proposés. Pour les troubles de la communication, des systémes
d'aide a la communication, tels que des tableaux de désignation, des syntheses vocales ou des
logiciels, peuvent étre utilisés. En cas de troubles de la déglutition, 1'adaptation des textures,
les techniques facilitatrices et posturales, les compléments nutritionnels oraux, ou la perfusion
sous-cutanée de soluté salé isotonique peuvent étre utilisés. Pour la nutrition entérale, une
gastrostomie d'alimentation peut étre proposée tandis que pour les troubles respiratoires, la
kinésithérapie, les aides instrumentales, la ventilation mécanique non invasive ou

l'oxygénothérapie peuvent étre envisagées.

2.7.2 Suppléance des fonctions vitales

La démarche décisionnelle pour les patients atteints de maladies évolutives doit étre anticipée
en collaboration avec le patient et sa famille. Les droits du patient & donner des directives
anticipées, a désigner une personne de confiance et a recevoir des soins palliatifs, doivent étre
informés. Une rencontre avec une équipe de soins palliatifs et d’accompagnement peut étre
proposée pour délibérer sur les orientations de traitements et les scénarios de fin de vie

possibles.

Les traitements de suppléances des fonctions vitales (nutrition et respiration) doivent étre
expliqués aux patients et a leur famille, notamment la possibilit¢ de sédation en cas de

persistance de syndromes réfractaires ou en cas d’arrét de traitements.

La nutrition entérale est indiquée pour prévenir ou corriger la dénutrition et ses complications
et améliorer le confort du patient. L’indication de la nutrition entérale doit étre confirmée

apres contrdle des fonctions ventilatoires assurant sa bonne tolérance, et sa mise en place se
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fait dans un contexte médical spécialisé. La nutrition parentérale doit €tre discutée pour

chaque cas.

L’assistance respiratoire est proposée en présence de symptomes d’hypoventilation alvéolaire
ou de syndrome d’apnées du sommeil. La ventilation non invasive a un effet significatif sur
I’amélioration de I’espérance de vie et de la qualité de vie, mais elle n'empéche pas 1'évolution
neurologique de la maladie (Bourke et al., 2003; Lechtzin et al., 2007). L’augmentation
progressive de la dépendance doit étre connue du patient et de son entourage. La mise en
place de I’assistance respiratoire est sous contrdle pneumologique, avec possibilité d’arrét

dans le cadre du refus de 1’obstination déraisonnable encadré par le dispositif 1égislatif.
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3 Prise en charge médicamenteuse

3.1 Traitements a visée symptomatique

Il existe de nombreux traitements disponibles selon les différents symptomes ciblés. Les
symptomes pris en charge le plus souvent au cours de la SLA sont les douleurs, les troubles
de ’humeur, les troubles du sommeil, la spasticité, les troubles salivaires, les infections, les
troubles génito-sphinctériens, les troubles nutritionnels, la fatigue ainsi que la stase veineuse
et les cedémes distaux (Tableau 1). L’ensemble de ces traitements est non spécifique a la SLA

et suit pour la plupart des recommandations d’utilisation propres a chacune des indications.

Tableau 1: Options de traitement et de gestion des symptomes dans la SLA. [7]

Indication Common Treatment Opiioni

ALS Treatment/ riluzole (Rilutek, Tiglutik): 50 mg by mouth twice a day

Disease-Modifying Agent edaravone (Radicava): initial cycle: 60 mg given IV once daily for 14 days, followed by 14-day
drug-free period; subsequent cycles: 60 mg IV once daily for 10 days within a 14-day period,
followed by a 14-day drug-free period

Immunizationsa Annual seasonal influenza and pneumococcal vaccine

Anxiety Bupropionb, diazepam, lorazepam

Depression Amitriptyline, mirtazapine, SSRIs

Dyspnea : Opioids, benzodiazepines (anxiety), chlorpromazineb (terminal restlessness and confusion
secondary to hypercapnia)

Fatigue Modafinil, glucocorticoidsb, megestrol acetateb

Insomnia Amitriptylineb, mirtazapineb, zolpidem, chloral hydrate, diphenhydramine, flurazepam

Mucus/secretions mucolytics (acetylcysteine 200-400 mg 3X per day), propranclolb, metoprololb, anticholinergic

bronchodilatorsb (ipratropium, theophylline), furosemideb

Muscle spasms/cramps  mexiletineb, levetiracetamb

Pain Neuropathic pain: gabapentinb, pregabalin, tricyclic antidepressantsb
Pain from inability to move: NSAIDs, acetaminophen ,opioids, cannabisb
Shoulder and articular pain: intra-articular steroid (with or without lidocaine)

Pseudobulbar effect Dextromethorphan/quinidine, amitriptylineb, fluvoxamineb, citalopramb

Sialorrhea Amitriptylineb 10 to 25 mg po once daily at bedtime (max 100 mg/day) Transdermal hyoscineb
(scopolamine) 1-2 patches applied as directed every 3 days
Atropineb 0.4 mg every 4-6 h, glycopyrrolate 1 mg 3X per day, botulinum toxin injections
(parotid/submandibular gland)

Spasticity Baclofen, tizanidine, memantineb, diazepamb, dantrolene, gabapentinb

* CDC immnization schedules.

* )f(-l.rln'! e,

ALS: amyotrophic Lateral Sclerosis; NSAIDs: nonsteroidal anti-inflammatory drugs; SSRIs: selective sevotonin reuptake inhibitors.
Source: References 2, 6, 185, 26, 27.

Certaines précautions sont tout de méme nécessaires, certaines molécules pourraient avoir un
effet aggravant sur I’évolution de la maladie. L utilisation des benzodiazépines est a éviter en
raison de leur effet dépresseur respiratoire sauf si le patient dispose déja d’une ventilation
assistée. Le maniement des opiacés malgré leur effet dépresseur respiratoire reste possible
sous surveillance méme en cas d’insuffisance respiratoire. La prescription des anabolisants,
statines, corticoides au long cours, anticholinestérasiques reste cependant déconseillée ou a

réévaluer chez les patients atteints de SLA [3].
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3.2 Traitements de fond

D’apres les revues de JingSi Jiang et de Mead datant de fin 2022 et 2023, 53 programmes de
développement de médicaments étaient en cours (Jiang et al., 2022; Mead et al., 2023) (Figure
6). Parmi ces derniers, les deux tiers se concentraient sur de nouveaux agents thérapeutiques,

tandis que les autres étaient des repositionnements ou reformulations.

Différents mécanismes cibles sont étudié€s, mais certaines tendances s’en dégagent. La neuro-
inflammation est la cible thérapeutique la plus étudi¢e avec des approches variées. La thérapie
génique a également une place importante dans les programmes de développement clinique
avec l’arrivée de nombreux oligonucléotides antisens (ASO). D'autres domaines importants
incluent la protéostase et la thérapie cellulaire. Compte tenu des connaissances les plus
récentes sur les mécanismes pathogéniques et la génétique, de nombreux domaines méritent

des recherches approfondies sur la SLA sporadique, notamment le métabolisme de I'ARN et

l'axonopathie.
Cell therapies Multiple targets
Clinical trials Clinical trial Preclinical
= Neuronata-R MSCs * AMX0035 * M102-S[+]-apomorphine
» NurOwn MSC-astrocyte
like cells
s AstroRx Genetic therapies
* RAPA-501 T cell therapy Clinical trials Preclinical
* SOD1 ASO (Tofersen) = AAVS C9orf72 repeat expansion
* C9orf72 ASOs (BIIB-078, * Progranulin neurotrophic factor
WVE-004) s Cryptic exon splicing in STMNZ (QRL-201)
« FUS ASO (ION-363) = AAV-FUS (CTx-FUS)
Q * Ataxin2 ASO (ION-541) » Censavudine reverse transcriptase inhibitor

targeting transposon activation

Oxidative stress
I ‘ Clinical trials

T ek ‘ o = Edaravone
‘ (% e = Verdiperstat

‘ °
Mitochondrial l {
function } b
Clinical trials
= AMX0035
* TUDCA alone -

Proteostasis

Clinical trials

wo%f
3@\ * Trametinib MAPK inhibitor

» e|lF2B activator (DNL-343)

* Bosutinib autophagy promoter Troponin activator \

/ — Clinical trials \
§ Preclinical * Reldesemtiv - Fast type 2 |
5 s elF2B activator skeletal muscle troponin \

! e Ataxin 2 inhibitor activator

Neurcinflammation

Clinical trials
# Zilucplan C5 inhibitor

& Ao aking e Glutamate toxicity Hyperexcitability

* 1gG4 C1q mAb Clinical use Preclinical

* Anti-CD40 ligand mAb * Riluzole * Kv7 ion channel opener
* CSF1R blocker (BLZ-945) (QRA-244)

* Pegcetacoplan C3 regulator )
« RIPK1 inhibitor (DNL-788) Nucleocytoplasmic transport defects

* Masitinib Clinical trial
* |budilast » Exportin-1 inhibitor (BIIB-100)

Figure 6: Médicaments en développement dans la SLA début 2023 en fonction de leur cible
thérapeutique. (Mead et al., 2023).

3.2.1 Approches pharmacologiques

Plus de 60 composés avec différents mécanismes d’action ont déja été évalués dans des essais
cliniques dans la SLA (Petrov et al., 2017). Parmi ces derniers, seuls trois médicaments ont

été¢ autorisés par la Food and Drug Administration (FDA): le riluzole, I’edaravone et
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I’AMXO0035 (Relyvrio). Lors d'essais cliniques, il a été prouvé que ces médicaments
ralentissaient la progression de la SLA, permettant aux patients de maintenir leurs capacités
fonctionnelles plus longtemps. Ils ont également amélioré les taux de survie a la SLA. Pour

certaines de ces thérapies, plusieurs formulations sont disponibles (Tableau 1).

En France, seul le riluzole a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans la

SLA.

Tableau 2: Thérapies pharmacologiques approuvées dans le traitement de la SLA par la FDA.

Médicament Méthode d’administration Mécanisme d’action

Riluzole Orale Diminue les signaux qui surstimulent et
(comprimé, suspension liquide endommagent les cellules nerveuses

ou film oral)

Edaravone Intraveineuse ou orale Diminue un type de dommage
(suspension liquide) cellulaire appelé stress oxydatif
Relyvrio (taurursodiol et de Orale Bloque les signaux de stress dans des
phénylbutyrate de sodium) (sachet dissous dans 1'eau) compartiments cellulaires spécifiques

3.2.1.1 Thérapies autorisées sur le marché

Riluzole : Anti-excitotoxique

Le riluzole a été développé par Sanofi et il est le seul médicament approuvé en France pour
son action sur I’évolution de la SLA aprés I’approbation de I'Agence européenne des
médicaments (EMA) en 1996. C’était également le premier médicament approuvé par la FDA
dans la SLA en 1995. 1l est indiqué pour prolonger la durée de vie ou pour retarder le recours

a la ventilation mécanique assistée chez les patients atteints de SLA.

Le riluzole est un agent anti-glutamate inhibant la libération présynaptique de glutamate ainsi
que la signalisation post-synaptique des récepteurs au glutamate. Il est également admis qu’il
inhibe les canaux sodiques voltage-dépendant impliqués dans le mécanisme d’excitotoxicité
responsable de la mort des neurones moteurs (Benoit & Escande, 1991; Hubert et al., 1994;

Martin et al., 1993).

D’autres mécanismes neuroprotecteurs sont évoqués comme la suppression de 1’astrocytose
ou encore I’inhibition de la protéine kinase C (PKC) en se liant & son domaine catalytique
(Carbone et al., 2012; Kawano et al., 2021). Les PKC sont impliquées dans plusieurs voies de
signalisation qui contrdlent la prolifération, la différenciation, la survie, la migration et

l'apoptose des cellules, et sont retrouvés activés dans la SLA (Kawano et al., 2021).
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Les ¢tudes cliniques initiales ont montré une 1égeére augmentation de la survie d’environ trois
mois (Bensimon et al., 1994). Cependant, des études populationnelles ont montré une
augmentation supérieure de la survie de 6 a 19 mois (Andrews et al., 2020). Aucune action
thérapeutique sur les fonctions motrices, la fonction respiratoire, les fasciculations, la force
musculaire et les symptomes moteurs n’a ét¢ mise en évidence. Le riluzole n’a pas non plus

montré d’effet bénéfique aux stades avancés de la SLA.

Le principe actif riluzole est retrouvé sous deux formes en France : en comprimés pelliculés
de 50mg sous le nom de rilutek ou en forme buvable a Smg/mL sous le nom de teglutik. Aux
Etats-Unis, il existe également exservan sous forme de film oral qui se dissout sur le bout de

la langue pour les patients présentant des difficultés de déglutition.

En France, le traitement doit étre instauré par un médecin spécialiste et expérimenté dans la
prise en charge des maladies du motoneurone. C’est un médicament a prescription annuelle
réservée aux spécialistes en neurologie. La dose recommandée est de 100mg par jour
(administrée sous la forme d'un comprimé de 50mg toutes les 12 heures). Aucun bénéfice

supplémentaire significatif ne peut étre attendu a une posologie supérieure.

Les effets indésirables les plus couramment observés sous riluzole (chez plus d’un patient sur
10) sont les suivants : nausées (sensation de malaise), asthénie (faiblesse) et ¢lévation des
parametres biologiques hépatiques. Plus rarement, des réactions anaphylactiques, des cedémes

angioneurotiques et des pancréatites ont été rapportés.

L’utilisation du riluzole n’est pas recommandée chez certaines catégories de populations a
risque comme les enfants (en 1’absence d’étude d’efficacité et de sécurité), les insuffisants
rénaux (en 1’absence d’étude a doses répétées chez ce type de patient), les personnes agées et
les insuffisants hépatiques. Le riluzole ne doit pas étre utilisé chez les patients atteints d’une
maladie du foie ou présentant des taux anormalement ¢élevés d’enzymes hépatiques. Il ne doit

pas non plus étre administré aux femmes enceintes ou allaitantes [8].

Le métabolisme du riluzole dépend du cytochrome CYP1A2 et interagit probablement avec

les substrats, inhibiteurs et inducteurs de ce cytochrome.

Du fait du risque hépatique, le taux de transaminases sérique, dont les alanines
aminotransférases (ALAT), doit étre controlé avant la mise sous traitement et pendant la
durée du traitement. Les ALAT doivent étre dosées tous les mois pendant les 3 premiers mois,
puis tous les 3 mois pendant la premiére année et périodiquement ensuite. Le traitement par le
riluzole devra étre interrompu si les taux d’ALAT s’¢élevent jusqu’a 5 fois la limite supérieure

de la normale ou au-dela. Outre le risque hépatique, la surveillance doit prendre en compte le
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risque de neutropénie et celui de pneumopathie interstitielle. Devant une suspicion de ces

derniers, le traitement doit €tre arrété.
Edaravone : Antioxydant

L’edaravone a été approuvé dans un premier temps au Japon en 2015 puis par la FDA en
2017 (Commissioner, 2020) avec une indication dans le traitement de la SLA chez 1’adulte.
L'EMA, quant a elle, a refusé d'approuver l'edaravone, invoquant un manque de confiance
dans le fait que les données japonaises se traduiraient par un bénéfice clinique pour l'ensemble

de la population de patients européens [9].

Il s’agit d’un piégeur de radicaux libres a I’action antioxydante, limitant ainsi le phénomeéne
de stress oxydatif impliqué dans la mort des motoneurones dans la SLA (Ito et al., 2008). Son

mécanisme exact de fonctionnement n’a cependant pas encore été élucidé.

Une étude clinique japonaise de phase 3 s’est focalisée sur les patients traités tot apres le
diagnostic de la maladie et avec une évolution rapide de la maladie, étant considérés comme
plus susceptibles de rencontrer des effets bénéfiques. Au cours de cet essai de 6 mois,
l'edavarone a ralenti significativement le déclin des scores de ' ALSFRS-R. Il n'y avait aucune
différence dans les événements indésirables entre 1'edaravone et le placebo, et aucun déces. 11
n'y a eu aucun effet positif sur les résultats secondaires de la capacité pulmonaire, du
mouvement et de la survie (Writing Group & Edaravone (MCI-186) ALS 19 Study Group,
2017).

Cependant, des résultats contradictoires sur I’efficacité de I’edaravone ont été retrouvés. En
supplément de 1’étude japonaise, Brooks et al. ont conclu sur une prolongation de I’espérance
de vie de 6 mois en Amérique (Brooks et al., 2022). A I’inverse, des études européennes ont
conclu sur une absence de bénéfices (Lunetta et al., 2020; Witzel et al., 2022). Ces résultats
pourraient s’expliquer par des différences ethniques dans la réponse au médicament, justifiant

la décision de ’EMA (Jayasinghe et al., 2022).

Il existe le radicava en forme injectable administré en intraveineuse 14 jours par mois, ainsi
qu’une forme buvable, radicava ORS récemment approuvée par la FDA qui devrait

progressivement remplacer la forme injectable (Dorst & Genge, 2022).

La posologie recommandée du radicava est une perfusion intraveineuse de 60mg administrée
en 60 minutes selon un schéma reposant sur des cycles de traitement. Le premier cycle
consiste en 14 jours de traitement consécutif suivis d'une période sans médicament de 2
semaines, tous les cycles suivants consistant en 10 jours de traitement sur 2 semaines suivis

d'une période sans médicament de 2 semaines.
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Son usage est contre-indiqué en cas d’hypersensibilit¢é a la molécule ou aux excipients
présents, comme les sulfites. Il peut provoquer de l'urticaire, un gonflement et un
essoufflement chez certaines personnes, en raison de réactions anaphylactiques aux
composants de perfusion contenant du sulfite. Sinon, il est bien toléré. Les effets secondaires

courants sont les ecchymoses, les problemes de marche et les maux de téte.
Relyvrio (AMXO0035) : anti-apoptotique et dysfonction mitochondriale

Le relyvrio, développé par Amylyx, est le dernier médicament approuvé par la FDA en 2022
dans le traitement de la SLA. Il est également approuvé sous conditions au Canada sous le
nom Albrioza. Cependant, I’AMXO0035 est un médicament expérimental dont 'utilisation n'est
pas approuvée par 'EMA. Pour I’instant, le Comité des produits a usage humain s’est opposé
a son approbation conditionnelle. Il s’agit d’une association a dose fixe de taurursodiol (acide

tauroursodésoxycholique ou ursodoxicoltaurine) et de phénylbutyrate de sodium.

Cette association de molécules est considérée comme atténuant les dysfonctions
mitochondriales et le stress du réticulum endoplasmique. Le phénylbutyrate de sodium agit
sur le stress du réticulum endoplasmique en régulant positivement les protéines chaperons
(W. Zhou et al., 2011), tandis que le taurursodiol inhibe l'apoptose associée aux

mitochondries (Rodrigues et al., 2003).

Au cours de I’essai de phase 2 CENTAUR, AMXO0035 était associé a un ralentissement
significatif du déclin des scores de I'ALSFRS. L'analyse a long terme a montré qu'un
traitement précoce continu avec AMX0035 réduisait le risque de déces de 44% et prolongeait
la survie sans trachéotomie (Paganoni et al., 2022). L’étude extensive des données soutient
une extension de la survie de 10 mois en cas d’initiation précoce du traitement. L’essai
clinique de phase 3 PHOENIX (NCTO05021536) est encore en cours pour confirmer
l'innocuité et l'efficacit¢ d'AMXO0035 chez 664 patients atteints de SLA sur des sites aux

Etats-Unis et en Europe, et les résultats sont attendus pour 2024.

L’AMXO0035 est formulé sous forme de poudre pour suspension orale, contenant 3g de
phénylbutyrate de sodium et 1g de taurusodiol, sous le nom de relyvrio. Il doit étre
administré avant la prise des repas. La dose initiale est d’un sachet par jour pendant 21 jours,

suivie d’une dose de maintenance constituée d’un sachet matin et soir chaque jour.

3.2.1.2 Thérapies en cours de développement
Le développement des thérapies passe par différentes étapes de la preuve de concept in vitro
puis in vivo, au préclinique et enfin aux essais cliniques. Ces derniers essais se divisent en

quatre phases : une premiere focalisée sur la toxicité du traitement chez des sujets sains, une
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deuxiéme pour démontrer I’efficacité et définir la dose optimale du traitement chez des sujets
malades, une troisiéme pour comparer l’efficacité au placebo ou a un médicament de
référence. La dernicre phase fait suite a I’obtention d’AMM et concerne le suivi du traitement

a long terme.

Parmi les thérapies en développement dans la SLA, seule une vingtaine sont en phases 2/3 ou
phase 3. Ce sont ainsi les thérapies dont le développement est le plus avancé et s’approchant

le plus d’une potentielle mise sur le marché.

Ces traitements agissent sur les principaux mécanismes physiopathologiques de la SLA
comme |’excitotoxicité, le stress cellulaire, 1’altération de 1’homéostasie des protéines, la
neuro-inflammation et comportent des fonctions neuroprotectrices. On peut tout de méme
noter le candidat-médicament CNM-Au8 qui se distingue en créant une nouvelle piste
thérapeutique en catalysant efficacement le métabolisme énergétique et en présentant des

résultats prometteurs dans le traitement de la SLA.
Mémantine : anti-excitotoxique

La mémantine est un antagoniste non compétitif du récepteur au N-méthyl-D-aspartate
(NMDAR) qui est un récepteur ionotrope important du glutamate. L’inhibition de ces
récepteurs devrait réduire I’excitotoxicité causée par le glutamate. Les études précliniques ont
conclu a un ralentissement de la progression de la maladie ainsi qu’un prolongement de

I’espérance de vie dans un modele murin SOD1-G931 (R. Wang & Zhang, 2005).

Les premiéres études cliniques de phase 2/3 et 2b n’ont pas rencontré leurs objectifs
principaux. La mémantine n’a pas mené a un ralentissement significatif de la progression de
la maladie ni a I’amélioration de 1’état neurocognitif ou comportemental des patients malgré

une bonne tolérance du médicament (de Carvalho et al., 2010) [10].

La molécule est en cours d’étude dans I’étude clinique de phase 2/3 MND-SMART
(NCT04302870) dont I’objectif principal est de constater un changement du score ALSFRS-R
et de la survie avec une administration quotidienne de la mémantine en comparaison a un

placebo pendant 18 mois (C. Wong et al., 2022).
Trazodone : inhibiteur de la réponse intégrée au stress

Le trazodone est une molécule inhibant la protéine kinase PERK, ce qui induit une réduction
de la toxicit¢ de TDP-43 dans des modeles précliniques de SLA. La molécule réduit

¢galement la formation des granules de stress (C. Wong et al., 2022).
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La molécule est actuellement testée dans le méme essai clinique de phase 2/3 que la

mémantine (C. Wong et al., 2022) (NCT04302870).
ABBV-CLS-7262 et DNL343 : inhibiteur de la réponse intégrée au stress

ABBV-CLS-7262 une petite molécule pénétrant le SNC. Elle est activatrice de elF2B qui est
le facteur d’échange de nucléotide guanine pour le facteur 2 d’initiation de la traduction
eucaryote. En activant ce dernier, ABBV-CLS-7262 peut atténuer I’ISR et restaurer la
traduction des protéines (Cho et al., 2023).

L’efficacité et la sécurité¢ de la molécule sont actuellement étudiées dans un essai clinique de

phase 2/3 de la plateforme HEALEY (NCT05740813).

DNL343 est aussi une molécule activatrice de elF2B testée dans un essai de phase 2/3 de la

plateforme HEALEY (NCT05842941).
SLS-005 (Tréhalose) : anti-agrégation

Le tréhalose est un disaccharide passant la barriere hémato-encéphalique qui stimule
I’expression de geénes liés a 1’autophagie indépendante de mTOR. Des études précliniques
montrent que I’administration de la molécule prolonge la vie et réduit les symptomes de la
maladie en diminuant notamment 1'accumulation d'agrégats de SOD1. Les neurones moteurs

sont mieux préservés grace a une augmentation de I'autophagie (Castillo et al., 2013).

Une ¢étude de phase 2/3 est en cours afin d’évaluer 1'innocuité et 1'efficacité du SLS-005 dans

la SLA (NCT05136885).
Masitinib : anti-inflammatoire

Le masitinib est un inhibiteur sélectif de tyrosine kinase administré par voie orale développé
par AB Sciences. Il a une fonction neuroprotectrice en inhibant 1’activité de la microglie, des
macrophages et des cellules mastocytaires dans le systéme nerveux et en limitant ainsi la
neuro-inflammation (Mora et al., 2020). Le candidat-médicament agit en inhibant les formes
sauvages de c-KIT, Fyn, Lyn et les récepteurs alpha et béta du facteur de croissance dérivé
des plaquettes. Il inhibe sélectivement le facteur 1R de stimulation des colonies du récepteur

de la tyrosine kinase (CSF-1R) pour empécher la prolifération de la microglie.

Une étude clinique de phase 2/3 soutient que la molécule a une dose de 4,5mg/kg associée
avec du riluzole retarde la détérioration clinique de 27% par I’étude du score ALSFRS-R
(Mora et al., 2020). L'analyse de la survie globale a long terme a indiqué que le masitinib par
voie oral, s'il était administré tot, pourrait prolonger la survie de 2 ans (25 mois) et réduire le

taux de mortalit¢ de 44% (Mora et al., 2021).
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Un essai de phase 3 (NCT03127267) va étre réalisé pour attester de 1’efficacité par la mesure
du score ALSFRS-R et de I’innocuité du médicament. Les participants recevront deux doses
(4,5 et 6mg/kg/j) en association avec du riluzole. L’essai est encore en phase de recrutement

aux Etats-Unis et en Europe.
MN-166 (Ibudilast) : anti-inflammatoire

L’ibudilast est une petite molécule anti-inflammatoire administrée par voie orale. Elle inhibe
plusieurs phosphodiestérases (PDE 3, 4, 10 et 11), le facteur inhibiteur de la migration des
macrophages (MIF) et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, ce qui supprime la neuro-
inflammation et I’activation microgliale. Elle favorise également la production de cytokines
anti-inflammatoires et de facteurs neurotrophiques (Babu et al., 2021; Oskarsson et al., 2021).
D'autres recherches ont montré que l'ibudilast affecte potentiellement plusieurs autres voies

dans le processus de la maladie.

Au cours d’un essai de phase 2 ou les patients prenaient 60mg d’ibudilast par jour avec du
riluzole pendant 6 mois, le traitement a été montré comme sir et bien toléré. Les résultats
laissent supposer que le traitement peut ralentir la progression de la maladie et suggere un
effet du traitement dans un sous-ensemble de participants ayant une courte histoire de SLA

(Oskarsson et al., 2021).

L'essai de phase 2b/3 (NCT04057898) recrute actuellement des participants pour évaluer
l'efficacité et l'innocuité de l'ibudilast pendant 12 mois suivis d'une phase d'extension en

ouvert de 6 mois.
Triumeq : neuroprotecteur

Le triumeq est une thérapie antirétrovirale utilisée dans le traitement du virus de
I’immunodéficience humaine associant abacavir, lamivudine, et dolutegravir. Il est suggéré
que la neuro-inflammation et les rétrovirus endogénes humains contribuent au développement
de la SLA. La thérapie dirigée contre les rétrovirus endogenes a démontré des effets positifs

lors d'études in vitro et de biomarqueurs.

Une étude de phase 2 a indiqué que le traitement a long terme était str et bien toléré et
suggérait une possible réponse biologique (Gold et al., 2019). Une étude de phase 3 est en
cours de recrutement pour établir I’effet du traitement sur la progression de la maladie et sur

la survie (NCT05193994).
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Methylcobalamine (Vitamine B12) : neuroprotecteur

La méthylcobalamine est la forme active de la vitamine B12 et la coenzyme de la méthionine
synthase responsable de la régénération de méthionine a partir d’homocystéine. Elle peut ainsi
aider a [D’élimination de I’homocystéine neurotoxique et préserver les motoneurones
(Zoccolella et al., 2010). Elle protege également de la neurotoxicité du glutamate (Akaike et

al., 1993).

Une étude clinique de phase 3 a soutenu I’efficacité de la molécule a haute dose (50mg) a
retarder la détérioration clinique par le suivi du score ALSFRS-R. Aprés 16 semaines de
traitement, la détérioration clinique était réduite de 43% et le médicament était bien toléré

(Oki et al., 2022).
CNM-AuS8 : neuroprotecteur

Le CNM-AuS8 est une suspension de nanocristaux d’or congue pour améliorer la survie, la
fonction et la communication des cellules nerveuses en soutenant leurs besoins énergétiques,
tout en réduisant le stress oxydatif. En favorisant l'oxydation du NADH en NAD" et la
production d'ATP, il peut restaurer I'énergie dans les cellules cérébrales et atténuer la
dérégulation énergétique, qui joue un réle clé dans la progression de la SLA (X. Huang et al.,

2005; Robinson et al., 2020; Vucic et al., 2021).

Des études précliniques ont montré que CNM-Au8 améliorait la survie des cellules nerveuses
et la fonction des motoneurones dans des modéles de maladies du motoneurone. Son
administration améliorait les scores cliniques et augmentait 1’espérance de vie en comparaison

a un placebo [11].

L’¢étude de phase 2 RESCUE-ALS a indiqué une réduction statistiquement significative de la
progression de la SLA et du score ALSFR-S ainsi que des preuves d’un bénéfice potentiel de
survie a long terme. Le CNM-Au8 a réduit le risque de déces de 70% par rapport a ceux
initialement traités par placebo. Il a également ralenti la progression, diminué le pourcentage
de patients présentant un déclin de 6 points du score ALSFRS-R et amélioré la qualité de vie
(CNM-Au8 Shows Continued Decreases in ALS Mortality, Updated Open-Label Findings
Show, 2022).

Une étude clinique plus large contrélée par placebo de phase 2/3 est en cours pour examiner

la sécurité et I’efficacité du traitement (NCT04414345).
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Pridopidine : neuroprotecteur

La pridopidine, un agoniste du récepteur sigma-1 (S1R), présente des effets neuroprotecteurs
potentiels en augmentant la sécrétion de facteurs neurotrophiques dérivés du cerveau et de la
lignée cellulaire gliale. Elle peut restaurer l'activité neuromusculaire, moduler les déficits

moteurs et réduire la perte de neurones (Ilonescu et al., 2019).

Une étude de phase 2/3 contrdlée par placebo est en cours aux Etats-Unis pour évaluer
l'innocuité et 'efficacité chez 163 patients SLA. Le critére principal est le score ALSFRS-R
aprés 24 semaines de traitement (NCT04615923). Le critére principal de cette étude est le

score ALSFRS-R apres 24 semaines de traitement.
ANXO005 : immunothérapie

ANXO005 est un anticorps monoclonal IgG4 humanisé en développement pour le traitement de
maladies auto-immunes et neurodégénératives. Il est administré par voie intraveineuse et se
fixe a la protéine du complément Clq et inhibe complétement la voie classique du
complément. La protéine Clq a un role dans I'immunité innée mais aussi dans le
neurodéveloppement. Une activité aberrante de Clq est associée a une perte synaptique
potentielle et contribue a la démence et a la perte de fonctions. L’inhibition de Clq est
supposée limiter la neurodégénérescence médiée par le complément et ainsi préserver les

synapses.

Au cours des essais cliniques, l’anticorps était slr et généralement bien toléré. Les
é¢vénements indésirables les plus fréquents étaient des réactions liées a la perfusion a la
premiére dose. Un essai clinique de phase 2 est en cours pour évaluer I’efficacité et
I’innocuité du traitement (NCT04569435). Les critéres principaux sont la sécurité, la
pharmacocinétique et la concentration de C1q libre dans le sang. Les critéres secondaires sont
la concentration de neurofilaments légers dans le plasma, 1’activité musculaire et I’évolution

de ’ALSFRS-R [12 ;13].

3.2.2 Approches de thérapies innovantes

Si les traitements pharmacologiques actuellement en développement n’ont pas la prétention
d’étre curatifs, de nombreuses innovations thérapeutiques prometteuses sont en cours de
développement. Ces thérapies reposent soit sur 1’utilisation de cellules, soit sur des

modifications génétiques.

Parmi les thérapies cellulaires en développement, plusieurs misent sur 1’utilisation de cellules

souches et notamment de cellules souches mésenchymateuses (MSC). Du c6té des thérapies
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géniques, on retrouve notamment la technologie des ASO qui permet de moduler 1’expression

de certaines protéines dans le SNC.

3.2.2.1 Thérapies autorisées sur le marché
Les traitements issus des biotechnologies ayant une indication dans la SLA sont encore en
plein développement. Seuls deux traitements ont obtenu des AMM dans le monde. Aucun de

ces traitements n’est encore approuvé en Europe, mais des essais cliniques sont en cours.
Thérapies cellulaires
Lenzumestrocel (ou NeuroNata-R) :

Le lenzumestrocel est le premier produit de thérapie cellulaire avec une indication dans la
SLA ayant obtenu une AMM. Il s’agit de MSC autologues dérivées de la moelle osseuse
développées par Corestem (Nam et al., 2022). Ces cellules régulent a la fois les cellules
immunitaires innées et adaptatives, par la libération de facteurs solubles neurotrophiques,
faisant passer l'environnement du patient d'un état pro-inflammatoire et toxique a un état
anti-inflammatoire et neuroprotecteur (Kwon et al., 2014). Elle est conditionnellement

approuvée pour la SLA en Corée du Sud depuis 2014.

Un cycle de traitement commence par un prélévement de moelle osseuse pour collecter des
MSC de la propre moelle osseuse du patient. Ces cellules sont ensuite manipulées par le
procédé breveté de Corestem et réinjectées dans le liquide céphalo-rachidien du patient 4
semaines plus tard. Le processus est répété de sorte qu'un cycle de traitement se compose de
deux prélevements de moelle épinicre et de deux injections de cellules souches. Le traitement

est administré en concomitance avec 100mg de riluzole quotidien.

Un essai de phase 2 a montré qu’un cycle de deux administrations séparées de 26 jours était a
I’origine d’un bénéfice thérapeutique pendant 6 mois (changements moyens du score ALSFR-
S réduits par rapport au groupe témoin) avec une bonne sécurité chez les patients atteints de
SLA. Le groupe traité avec le lenzumestrocel a également montré une diminution des
cytokines pro-inflammatoires et une augmentation des cytokines anti-inflammatoires (Oh et

al., 2018).

Le traitement est actuellement testé dans un essai clinique de phase 3 (NCT04745299) afin
d’attester de I’efficacité et de la sécurité a long terme aprés un cycle de deux injections

intrathécales, cela pourrait déboucher sur une approbation potentielle aux Etats-Unis.
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Thérapies géniques
Tofersen (Qalsody):

Le tofersen (qalsody) est un ASO développé par lonis Pharmaceuticals et licencié par Biogen.
Il s’agit du premier exemple de traitement personnalis¢ destiné uniquement aux patients
atteints de SLA possédant une mutation confirmée du gene SODI. 1l a été approuvé par la
FDA le 25 avril 2023 en se basant sur une réduction des neurofilaments 1égers dans le plasma,
un biomarqueur de dommages axonaux et de neurodégénérescence (Research, 2023). L’EMA

examine actuellement les données concernant tofersen.

Le tofersen se fixe aux ARNm de SODI1 et devrait réduire la synthése de la protéine SODI et
donc empécher le gain de fonction toxique du mutant SOD1. Il est administré par injection
intrathécale. La posologie recommandée est de 100mg (15mL) par administration. Les
patients recoivent trois doses initiales administrées a 14 jours d'intervalle, suivies d'une dose

d'entretien tous les 28 jours.

Au cours des essais cliniques de phase 1 et 2, la quantité de SOD1 dans le liquide céphalo-
rachidien a été réduite de 33% au bout d’environ 3 mois chez les patients recevant des doses
de 100mg en comparaison au placebo. La concentration des neurofilaments lourds et légers
dans le plasma et le liquide céphalo-rachidien était également réduite chez les patients traités
avec 100mg, indiquant un potentiel biomarqueur de I’efficacité thérapeutique. D’autres
analyses suggerent que le traitement ralentirait le déclin du score ALSFRS-R, de la fonction

pulmonaire et de la force musculaire.

L’¢étude de phase 3 VALOR n’a pas abouti a une différence significative au niveau de
I’objectif primaire, le score ALSFRS-R au bout de 6 mois. Cependant, d’autres effets positifs
consistants ont été observés a travers les principales mesures de résultats cliniques
secondaires et exploratoires, et ces effets deviennent plus apparents aprés une étude a plus
long terme. Le tofersen résulte en un ralentissement du déclin chez les patients a évolution

rapide et une stabilisation clinique des patients a évolution lente.

La réduction observée de neurofilaments légers était cohérente dans tous les sous-groupes en
fonction du sexe, de la durée de la maladie depuis l'apparition des symptomes, du site

d'apparition et de l'utilisation d'autres médicaments pour le traitement de la SLA.

Qalsody est approuvé dans le cadre de la voie d'approbation accélérée, en vertu de laquelle la
FDA peut approuver des médicaments pour des affections graves lorsqu'il existe un besoin
médical non satisfait et qu'un médicament s'aveére avoir un effet sur un parametre de

substitution qui est raisonnablement susceptible de prédire un bénéfice clinique pour les
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patients. Afin de confirmer le bénéfice clinique de qalsody, un essai de Phase 3 randomisé, en
double-aveugle et controlé par placebo est en cours chez des personnes porteuses de la
mutation génétique SOD1 qui ne présentent pas encore de symptomes. L'étude évaluera la
proportion d'individus traités avec qalsody qui développent des symptomes de la SLA au

cours de l'essai par rapport au placebo.

3.2.2.2 Thérapies en cours de développement

Thérapies cellulaires

Les thérapies cellulaires en développement se concentrent sur 1’utilisation de MSC, de
cellules gliales ou encore de cellules immunitaires afin de protéger les motoneurones

notamment par des actions neuroprotectrices et anti-inflammatoires.
NurOwn :

Il s’agit d’une thérapie cellulaire a base de MSC sécrétant des facteurs neurotrophiques

(MSC-NTF) développée par BrainStorm Cell Therapeutics (Berry et al., 2019).

Les MSC adultes étaient collectées dans la moelle osseuse des patients, puis mises en culture
et manipulées pour sécréter des facteurs neurotrophiques (NTF) ex vivo. On obtient ainsi des
cellules MSC-NTF qui étaient transplantées au patient par une injection intrathécale. Ces
cellules sécretent différents facteurs neurotrophiques, comme les NTF dérivés de cellules
gliales (GDNF), les NTF dérivés du cerveau (BDNF), le facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF), et le facteur de croissance hépatocytaire (HGF), avec le potentiel de
protéger les motoneurones. MSC-NTF stimulerait également la croissance des nouveaux

motoneurones et favoriserait la réinnervation des jonctions neuromusculaires.

La principale différence de traitement entre Neuronata-R et NurOwn (indépendamment de
l'efficacité potentielle du traitement) est que BrainStorm a développé un moyen de
cryopréserver efficacement les MSC (soit avant ou aprés manipulation) afin qu'un seul
prélevement de moelle osseuse puisse fournir des cellules souches pour de nombreux
traitements. Ce serait évidemment un énorme avantage pour NurOwn, car Neuronata-R

nécessite actuellement un prélévement de moelle osseuse 4 semaines avant chaque injection.

La phase 3 de I’essai clinique est toujours en cours. L’essai randomisé, en double-aveugle et
multicentrique (NCT03280056) évalue la sécurité et 1’efficacité de trois administrations
intrathécales de NurOwn. Les buts primaires de 1’étude seront mesurés en employant 1’échelle
ALSFRS-R et comparés au groupe placebo. Un but secondaire est d’évaluer comment des
biomarqueurs, comme des facteurs neurotrophiques sécrétés par des cellules, des facteurs

inflammatoires, et cytokines, changent dans le sang et dans le liquide céphalo-rachidien (le
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liquide qui entoure le cerveau et la ME) aprés un traitement avec NurOwn. L’essai n’a pas
montré de différences significatives pour le score ALSFRS. Cependant, des ¢léments positifs
en sont ressortis comme [’amélioration des biomarqueurs de neuro-inflammation,
neurodégénérescence et du support des NTF dans le liquide cérébrospinal, en supplément

d’une bonne tolérance au traitement.

Fin 2022, la FDA a refusé d'examiner une demande d’approbation de BrainStorm pour
NurOwn, au motif de données actuellement insuffisantes. BrainStorm explore maintenant les

prochaines étapes de la thérapie expérimentale.
AstroRx :

AstroRx est une thérapie développée par Kadimastem a base d’astrocytes congues a partir de
cellules souches embryonnaires humaines. Ces cellules gliales fournissent un soutien aux

motoneurones en conditions physiologiques.

Les résultats d'une étude de phase 1/2 (NCT03482050) dans laquelle les patients avaient une
injection unique intrathécale ont démontré un bon profil d'innocuité et une diminution
cliniquement significative de la progression de la maladie au cours de la premiére période de
suivi de 3 mois. Les résultats indiquent que des injections répétées d'AstroRx pourraient

prolonger son effet bénéfique dans la SLA.

La société prévoit de lancer une étude clinique de phase 2a aux Etats-Unis pour examiner les

effets des injections d'AstroRx administrées tous les trois mois [14].
RAPA-501 :

RAPA-501 est une thérapie cellulaire hybride Treg/Th2 autologue pour la SLA développée
par Rapa Therapeutics. Cette thérapie est composée de cellules T extraites de volontaires
sains par aphérése puis reprogrammées ex vivo par dé-différenciation puis re-différentiation

en cellules RAPA-501, avant injection en IV.

Le traitement est en cours d’essais cliniques de phases 2/3 avec jusqu'a 4 perfusions espacées

de six semaines (injection au temps 0, puis apres les semaines 6, 12 et 18) (NCT04220190).
Thérapies géniques

Le développement de thérapies géniques dans la SLA est dominé par 1’utilisation d’ASO afin
de réduire le niveau d’expression de certaines protéines que ce soit chez des patients avec des
mutations spécifiques ou chez I’ensemble des patients. D’autres pistes thérapeutiques sont
tout de méme explorées comme 1’apport de geénes permettant 1’expression de facteurs de

croissance.
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ION-363 :

ION-363 est un ASO ciblant ’ARNm de FUS. En empéchant I'expression de FUS, ION-363

réduit les niveaux de FUS et empéché la perte de motoneurones (Korobeynikov et al., 2022).

Un essai de phase 3 est en cours pour déterminer la sécurité et l'efficacité de ION-363
(NCT04768972). Les principaux critéres de jugement sont 1'évolution du score ALSFRS-R et

la survie sans assistance ventilatoire.
ION-541 (BIIB105) :

BIIB105 est un ASO ciblant ’ARNm de ’ataxine-2 (protéine codée par le géne ATXN?2) et
réduisant le niveau de la protéine. La diminution de 1’ataxine-2 avait réduit 1’agrégation de
TDP-43 et augmenté la survie des souris transgéniques TDP-43 (Becker et al., 2017). La
pathologie TDP-43 est impliquée dans la plupart des cas de SLA et est considérée comme un
critere commun aux différentes formes de la maladie. Ainsi, la diminution de I'expression de

l'ataxine-2 avec un ASO pourrait potentiellement profiter a la plupart des personnes atteintes

de SLA (Biogen, 2023).

Un essai clinique de phase 1/2 est en cours de recrutement pour évaluer l'innocuité et la

tolérance du BIIB105 (NCT04494256).
AMT-162 (APB-102) :

AMT-162 est un virus adéno-associ¢ (AAV) AAVrh10 recombinant capable de produire un
miARN anti-SOD1, administré par injection intrathécale unique, développé initialement par
Apic Bio puis par UniQure. Ce miARN peut se lier & ’ARNm de SODI1 et mener a sa

dégradation afin de réduire la production et I’accumulation de la protéine.

Un essai de phase 1/2 devrait démarrer au cours du second semestre 2023 pour évaluer son

innocuité, sa tolérance et son efficacité [15].
Engensis (VM202) :

Engensis est une thérapie développée par Helixmith permettant de délivrer le gene du facteur
de croissance des hépatocytes aux neurones et aux cellules de Schwann par I’intermédiaire
d’un plasmide non viral d’ADN pour favoriser la régénérescence du systeme nerveux et
induire la formation de vaisseaux sanguins microvasculaires. L’expression accrue du facteur
réduisait la dégénérescence des motoneurones et augmentait 1’espérance de vie dans des

modeles murins de SLA (Sun et al., 2002).
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L’étude de phase 1/2 suggérait une bonne tolérance du traitement composé de 4 injections
intramusculaires par semaine (dose totale de 64mg) par les patients (Sufit et al., 2017). Les
données préliminaires de I’étude de phase 2 REViVALS-1A ont montré que le traitement
expérimental était généralement sir et bien toléré. Les résultats finaux de cette étude ainsi que

ceux de I’étude REViVALS-1B sont attendus.

L’ensemble de ces thérapies a pu se hisser a des phases plus ou moins avancées du
développement clinique. Des critéres de recrutements plus sélectifs comme la vitesse de
progression de la pathologie permettent d’homogénéiser la population et offrent de meilleures
chances d’observer une efficacité bien que les résultats ne s’appliqueraient pas forcément a
une population plus générale (Jiang et al., 2022). La durée d’observation et les méthodes

d’analyse sont également des points a prendre en compte.

Cependant, en moyenne sur 10 000 candidats, seul un médicament arrive jusqu’aux dernieres
phases cliniques. C’est lors des phases précliniques que la majorité des candidats-
médicaments arrétent leur développement. Ces phases reposent sur 1’utilisation de mode¢les in
vitro et in vivo chez 1’animal. La translation de ces modéeles jusqu’a ’homme peut s’avérer
compliquée, c’est pourquoi il est nécessaire d’opter pour le meilleur modele, mais également

d’adapter au mieux les conditions expérimentales.

40



4 Modeles de sclérose latérale amyotrophique

4.1 Invitro

Une grande partie des connaissances des mécanismes physiopathologiques de la SLA
proviennent d’études sur des modeles de culture cellulaire simples, a savoir des monocultures.
De nos jours, des co-cultures de plus en plus complexes incluant plusieurs acteurs cellulaires
sont utilisées afin d’avoir une meilleure compréhension des processus. Par ailleurs, la maitrise
des cellules souches pluripotentes induites (iPS) permet aujourd’hui de développer des
modeles in vitro directement a partir des cellules du patient. Une biopsie cutanée permet de
mettre en culture des fibroblastes et de les transformer en cellules pluripotentes grace aux 4
genes suivants c-MYC, KLF4, OCT4 et SOX2. Les cellules sont ensuite différenciées en
cellules du SNC pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires dérégulés chez le

patient.

L’utilisation de cellules souches pluripotentes est une nouvelle approche dans la création de
modeles in vitro. Ces cellules ont déja permis de développer des motoneurones porteurs des

différentes mutations des génes SOD1, TARDBP, FUS et C9orf72.

Ces modeles ont été largement utilisés en raison de leurs avantages par rapport a ceux in vivo.
Ils bénéficient d’un meilleur contrdle de 1’environnement, de la possibilité d’avoir un systéme
n’impliquant qu’un nombre limité de types cellulaires définis sur lesquels il est possible
d’effectuer des modifications génétiques. En plus de cela, les cellules sont simples a cultiver,
présentent une meilleure reproductibilité et limitent 1’utilisation d’animaux. Cependant, ces
modeles ne répliquent pas intégralement les conditions de I’organisme et les interactions avec

les autres systemes (Gois et al., 2020).

4.2 Invivo

L’utilisation de modeles plus complexes peut s’avérer nécessaire pour la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires ayant lieu dans un plus grand systéme biologique.
Comme les tissus de patients ne sont disponibles qu’en post mortem, les modeles animaux de
SLA sont largement utilisés que ce soit pour 1I’étude des mécanismes pathologiques sous-
jacents a la maladie ou pour le développement de traitements (Lutz, 2018). Le nombre de
modeles animaux est encore en augmentation et a déja permis d’obtenir des informations

capitales sur la maladie.

4.2.1 Modeles de souris
Les rongeurs sont particulierement importants dans le domaine préclinique en raison de la
taille et la complexité de leur systeme nerveux en comparaison aux autres modeles

disponibles. Parmi ces derniers, les souris sont les animaux les plus utilisés pour modéliser la
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SLA. Les mod¢les de souris ont déja été utilisés pour mieux comprendre la pathogenése de la
maladie ainsi que pour cribler des thérapies avant le passage en clinique (Lutz, 2018; Philips

& Rothstein, 2015a; Picher-Martel et al., 2016).

Plusieurs modeles de souris basés sur les génes mutés des formes familiales de SLA ont vu le
jour comme SODI, TDP43, FUS et C9orf72 parmi d’autres, principalement pour comprendre
les mécanismes pathologiques conduisant a la mort neuronale et pour développer des

stratégies thérapeutiques.

Différentes techniques sont employées afin de développer des modeles de souris
transgéniques. La modification transgénique d’un mode¢le de souris correspond a I’apport d’un
transgeéne porteur d’une mutation ou non, avec un régulateur ou un promoteur de 1’expression.
Le choix du promoteur est essentiel pour déterminer la cible d’expression. L’expression peut
étre spécifique aux neurones ou au SNC comme c’est le cas avec les promoteurs des genes de
la différenciation des thymocytes 1.2 (Thyl.2), de la protéine prion murine (PrP), de la chaine
lourde des neurofilaments (NEFH), ou ubiquitaire dans le cas du promoteur CAG, un
promoteur synthétique fort. Cette technique est fréquemment associée a une surexpression du
geéne muté pouvant induire des caractéristiques non spécifiques de la mutation. Des méthodes
d’insertion et de délétion génique spécifique comme Cre/Lox ou encore les chromosomes
artificiels bactériens (BAC). Certains transgeénes sont associés a 1’¢lément de réponse a la
tétracycline afin de contrdler I’expression du géne par 1’administration de tétracycline ou de
doxycycline. Enfin, il est possible de provoquer des mutations endogenes. Pour cela, il est
possible de faire recours a de la mutagenese a N-éthyl-N-nitrosourée (ENU) a I’origine de
mutations aléatoires et non identifiées. Le systeéme d’édition de ’ADN CRISPR/Cas9, quant a
lui, permet de créer des mutations ciblées et est idéal pour créer des modeles ne surexprimant

pas la protéine mutée.

Le fond génétique des modeles de souris transgéniques est connu pour altérer la présentation
phénotypique de la SLA. Cela suggere également que le fond génétique de chaque patient
peut avoir un impact sur son phénotype. L’analyse génomique et épigénomique permettrait
d’aller vers des traitements plus personnalisés adaptés a chacun (Heiman-Patterson et al.,

2011, 2015).

4.2.1.1 SOD1
En 1993, le géne codant pour la protéine SOD1 a été identifié¢ par Rosen comme le premier
geéne responsable de la SLA (Rosen et al., 1993). Ce gene a permis de développer les premiers

modeles de souris transgéniques (Tg) de SLA.
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Le modele de souris knock-out SOD1 est uniquement un modele de stress oxydatif
chronique. Ces souris ont une durée de vie réduite et présentent une atrophie et dénervation
des muscles a contraction rapide, mais aucune perte de motoneurone spinal ou d'axone moteur

de la racine ventrale.

La majorité des mod¢les de souris SOD1 développés sont porteurs d’une mutation ponctuelle
et expriment la protéine SOD1 humaine mutée sous le contréle du promoteur du géne humain,
a un niveau similaire d’expression comme pour SOD1-G85R, ou a un niveau accru comme
pour SOD1-G93A ou SODI1-G37R, par rapport aux souris SOD1 endogeéne (Philips &
Rothstein, 2015b).

La lignée de souris transgéniques SOD1-G93A surexprimant une forme mutante du géne
humain SOD1 portant la mutation glycine-alanine de I’acide aminé 93 (G93A) est la premicre
développée (Gurney et al., 1994). Le mod¢le est caractérisé par une perte progressive de poids
et de force musculaire suivie d’une paralysie débutant au niveau des membres inférieurs avant
de s’étendre au reste du corps (Gurney, 1997). Le développement de la maladie comporte
¢galement une dégénérescence des motoneurones a un stade avancé de la pathologie,
’activation de la microglie et des astrocytes ainsi qu’une infiltration du SNC par des cellules
immunitaires (Picher-Martel et al., 2016). Il s’agit d’'un modele qui développe les symptomes
rapidement et qui a une espérance de vie située entre 4 et 5 mois (Heiman-Patterson et al.,
2005). La sévérit¢ de la maladie va cependant dépendre du fond génétique des souris, mais
¢galement du nombre de copies du transgeéne. Le nombre de copies étant connu pour diminuer

au cours des générations (Lutz, 2018).

Ce modele de souris a permis de collecter de nombreuses données sur 1’étiologie et la
pathogenése de la maladie et reste le plus utilisé au niveau préclinique en raison de sa forte
ressemblance avec le phénotype de la SLA chez I’'Homme. A ce jour, ce modéle a été utilisé
pour la majorité des thérapies approuvées par la FDA dans le traitement de la SLA (Bj et al.,
2006; Gurney et al., 1998; Ito et al., 2008). Cependant, en général les études cliniques basées

sur le modele de souris SOD1 n’ont pas réussi a se traduire par un effet positif chez I’homme.

De bonnes pratiques d'utilisation du modele SOD1-G93A ont été établies et permettent la
génération de données précliniques plus solides (Ludolph et al., 2010). Le mode¢le a fait
I’objet d’une standardisation permettant de faciliter le suivi de la progression de la pathologie.
Le score neurologique est un outil de suivi de la progression de la paralysie, depuis
l'apparition de la parésie (paralysie légeére ou partielle) jusqu’a la paralysie généralisée. Cet
outil permet également de percevoir les changements cliniques induits par un traitement dans

la progression de la maladie (Hatzipetros et al., 2015).
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De nombreux autres modeles SOD1 ont été développés par la suite, incluant d’autres variants
retrouvés dans des sous-populations de patients avec une SLA familiale, comme la mutation
humaine G37R (P. C. Wong et al., 1995), la mutation humaine G85R (Bruijn et al., 1997) ou
encore la mutation G86R de la souris (Ripps et al., 1995). Ces mode¢les, tout comme le
modele SOD1-G93A, expriment tous un niveau ¢levé de SODI1 altérée et partagent des
caractéristiques communes incluant la perte importante de motoneurones, 1’agrégation de
protéines, la dénervation axonale, la paralysie progressive et I’espérance de vie réduite

(Philips & Rothstein, 2015a).

Les souris SOD1-D83G ont été générées par exposition au mutagéne ENU. Les souris
homozygotes pour la mutation présentent une dégénérescence des motoneurones inférieurs
qui s’arréte a 1’age adulte et ne deviennent donc pas paralysées. Ces souris permettent
d’approfondir les connaissances sur la SLA en dissociant la dégénérescence des
motoneurones et les effets périphériques de la mutation a un niveau d’expression endogéne

(Joyce et al., 2015).

4.2.1.2 TDP43

La protéine de liaison a ’ADN TAR 43 (TDP-43) a été identifiée comme la protéine
pathologique principale des inclusions des motoneurones dans la SLA et la DFT, avec des
inclusions ubiquitinées non retrouvées dans les formes familiales SOD1 de la SLA. La
diminution en TDP-43 nucléaire et son agrégation considérée toxique dans le cytosol sont des
marqueurs de la SLA. En 2008, il a été découvert que des mutations dans TDP-43 étaient
responsables de formes sporadiques et familiales de SLA (Kabashi et al., 2008; Van Deerlin
et al., 2008). La découverte de ces mutations a abouti au développement d’une vingtaine de

modeéles de souris.

Le knock-out de TDP-43 chez les souris est létal au stade embryonnaire, les animaux

hétérozygotes atteignent I’age adulte, mais développent des troubles moteurs.

Les premiers mod¢les transgéniques surexprimaient TDP-43 sauvage ou mutée (A315T et
M337V, G298S) en utilisant le promoteur du géne de la PrP ou de Thyl.2. Le niveau
d’expression de TDP-43 mutée est corrélé a la gravité du phénotype et a la précocité de la
mort. La surexpression supérieure a deux fois la normale était mal tolérée avec un phénotype
neurologique d’apparition précoce. Il y avait une accumulation d’agrégats pathologiques de
protéines ubiquitinées dans des neurones conduisant & un phénotype moteur sévere. Le
modele de surexpression TDP-43A315T sous le controle du promoteur de PrP est
actuellement le modéle TDP-43 optimal présentant les caractéristiques phénotypiques et

physiopathologiques de la SLA (Stephenson & Amor, 2017).
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Des souris transgéniques ont été créées pour exprimer la forme sauvage de TDP-43 sous le
contréle du promoteur Thyl.2 et ont été croisées avec des souris knock-out 47XN2 pour
démontrer que la réduction des niveaux d’ATXN2 peut prolonger la durée de vie des souris
atteintes de la forme sauvage de la maladie, faisant d’ATXN2 une cible d’intérét pour les

thérapies géniques en développement.

Le promoteur du geéne PrP a été utilisé pour d’autres lignées (M337V, Q331K, wtTDP43) en
s’assurant d’une surexpression entre 1 et 1,5 fois la normale afin d’avoir des modeles moins
agressifs. Ces souris transgéniques développent toutes des tremblements deés 1’age de 3 mois,
suivis d’une paralysie des membres postérieurs. La lignée Q331K est celle présentant des
déficits plus importants au niveau de la force de préhension et du RotaRod. Une
neurodégénérescence était retrouvée méme en 1’absence de mauvaise localisation de TDP-43.
Des déficits ont été retrouvés dans 1’épissage et la régulation de I’ARN systémique (Arnold et

al., 2013).

Des souris transgéniques ont été générées en utilisant des fragments de bibliotheques
contenant des BAC génomiques humains pour incorporer des mutations spécifiques dans le
gene TDP-43 (A315T, G348C ct sauvage). Les souris présentent une neuro-inflammation,
des déficits cognitifs et des inclusions de TDP-43 ubiquitinées dans le noyau et le cytoplasme.

Cependant, ces souris ne développent pas de paralysie et ont une durée de vie normale.

Le modele de souris TDP-43ANLS a été créé pour exprimer une forme de TDP43 dépourvue
du signal de localisation nucléaire (NLS) de manicre régulée par administration de
doxycycline. Sous un promoteur NEFH, cela a donné un phénotype de SLA neurodégénératif
rapide, robuste et progressif, comprenant des déficits moteurs, une dénervation des jonctions
neuromusculaires, une perte de motoneurone, une mauvaise localisation de TDP-43 et une
mort prématurée. Lors de I'administration de doxycycline et de la réversion de 1'all¢le sauvage
dit wild-type (WT), la pathologie TDP-43 et les déficits fonctionnels observés se sont révélés

réversibles, méme apres le début de la neurodégénérescence (Walker et al., 2015).

Un modele récent de TDP43 a été généré en utilisant CRISPR/Cas9 pour obtenir la mutation
endogéne Q331K sans surexpression de la protéine mutée. Ce modéle n’a cependant pas
présenté de phénotype robuste ni de caractéristiques de la physiopathologie de la SLA
(Stephenson & Amor, 2017).

4.2.1.3 FUS
Des mutations de la protéine de liaison a I’ARN, fusionné dans le sarcome (FUS), ont été
découvertes en 2009. Ces mutations sont essentiellement localisées au niveau C-terminal, ce

qui perturbe le NLS. Elles sont responsables des formes précoces de la SLA (Kwiatkowski et
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al., 2009; Vance et al., 2009). Sa localisation est intranucléaire et devient cytoplasmique en
cas de stress protéique, ou elle va former des granules en se liant aux ARNm. En condition
physiologique, ces granules disparaissent avec la diminution du stress oxydatif. Cependant la
mutation de FUS induit la persistance de ces granules qui s’agrégent et participent a la
toxicité cellulaire. Plus d’une douzaine de modéles de souris FUS ont été créés,

essentiellement avec insertion du géne humain FUS WT ou knock-out de FUS.

Les modeles de souris knock-out FUS présentent une instabilité chromosomique et une mort
périnatale chez les souches consanguines, mais seulement une stérilit¢ masculine et une
sensibilité accrue aux radiations chez les souches non consanguines (Hicks et al., 2000;
Kuroda et al., 2000). Elles ne développent pas de phénotypes associés a la SLA, ce qui
suggere que les mutations liées a la SLA de FUS imposent un gain de fonction plutdt qu'une

perte de fonction.

Un modele de souris surexprimant FUSANLS exogene (promoteur Thyl.2) a été créé et
induisait un déficit moteur progressif et une perte neuronale dans le cortex moteur. La
protéine était uniquement dans le cytoplasme des neurones et formait des agrégats positifs a
I’ubiquitine et a P62. L'expression endogene du FUS, la localisation nucléaire et l'activité
d'épissage n’étaient pas modifiées, ce qui indique que la mauvaise localisation de FUS est

suffisante pour entrainer la protéinopathie (Shiihashi et al., 2016).

Un autre modele FUSANLS conduit a la suppression de I’exon 15 contenant le NLS, sauf en
présence de Cre-recombinase. Les souris homozygotes FUSANLS/ANLS meurent peu de
temps apres la naissance, contrairement aux souris hétérozygotes FUSANLS/+. FUS mutant
était localisé dans le cytoplasme des motoneurones, tandis que FUS WT était principalement
nucléaire. Ces souris ont présenté des anomalies motrices ainsi qu’une dégénérescence des

motoneurones, mais pas de perte de poids et de paralysie (Scekic-Zahirovic et al., 2017).

Des lignées de souris transgéniques ont ét€¢ générées en introduisant des mutants de la
protéine FUS humaine (P525L, R521C) dans le géne de la protéine tau associée aux
microtubules (MAPT). Un systéme de cassettes d'arrét lox a été utilis€é pour activer les
mutations par la Cre-recombinase. Ces souris présentent des dénervations des jonctions
neuromusculaires, une dégénérescence des motoneurones ainsi qu’une localisation anormale
de la protéine associée a une formation d'agrégats. Cependant, ces souris n'atteignent pas le

stade de paralysie ou de maladie terminale.

Un modéle knock-in FUSA14 a été développé, remplacant I'exon 15 de la souris par la
séquence humaine, a I’origine du saut de I’exon 14 et d’un décalage du cadre de lecture dans
I’exon 15. Les souris hétérozygotes présentent une perte progressive des motoneurones a I'age

46



adulte et une dénervation des jonctions neuromusculaires. FUS a une localisation
cytoplasmique accrue mais ne forme pas d’agrégats, et est associée tout de méme a une

présence nucléaire (Devoy et al., 2017).

Diverses lignées de souris transgéniques surexprimant FUS sous différents promoteurs (PrP
ou Thyl.2) révelent des phénotypes séveéres de SLA, avec des problémes moteurs, des
inclusions cytoplasmiques de FUS et une neuro-inflammation. Ces souris montrent une
progression rapide vers le stade terminal de la maladie, avec des inclusions cytoplasmiques de

FUS et une mort prématurée (Lutz, 2018).

4.2.1.4 CY9orf72

Une expansion répétée d’hexanucléotides dans le cadre de lecture 72 du chromosome 9 a été
identifiée comme étant une des mutations génétiques associée a la SLA familiale. Cette
anomalie génétique est la plus courante associée a la SLA bien que la cause de la maladie soit

encore compliquée a décrire.

Plusieurs groupes de recherche ont créé des modeles knock-out avec une perte de fonction de
CY9orf72. Ces souris présentent des signes de dysfonctionnement immunitaire avec une
altération de la réponse immunitaire chez les macrophages et la microglie, mais aucun

phénotype moteur ou autres caractéristiques propres a la SLA.

Des souris transgéniques ont été créées pour exprimer le géne C9orf72 avec 1'expansion de
répétition hexanucléotidique (GGGGCC) qui est associée a la SLA chez I'homme. Les
modeles de souris transgéniques ont montré des similitudes avec les symptomes de la SLA
chez I'homme, tels que la formation de foyers d'ARN nucléaires et d'inclusions de traduction
dans le cytoplasme. Ces souris transgéniques ont été créées a partir de plasmides BAC portant
des séquences de répétitions d'expansion de différentes tailles, allant de quelques centaines a
plus d'un millier de répétitions. Ces modeles étaient associés a des niveaux d’expression
différents. Parmi ces mode¢les, seul le modele FVB-C9orf72 développé par Ranum lab réunit

la paralysie, la réduction de 1’espérance de vie et la pathologie TDP-43 (Lutz, 2018).

Les souris transgéniques C9orf72 sont employées comme modeles précliniques pour évaluer
de nouvelles thérapeutiques émergentes comme les ASO (Jiang et al., 2016). Ces souris
pourraient également étre utilisées pour démontrer l'efficacité de nouvelles petites molécules
ciblant la structure secondaire de I'ARN contenant la répétition C9orf72 ou de 1'édition
génomique Cas9 pour éliminer les répétitions d'expansion (Batra & Lee, 2017; Schludi &

Edbauer, 2018).
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4.2.1.5 Autres genes

Il existe d’autres modeles se basant sur d’autres geénes plus rares impliqués dans la SLA.
Parmi ces derniers, on peut citer celui de la profiline 1 (PNF1), une mutation plus rare
comptant pour 1 a 2% des cas de SLA (Daoud et al., 2013; Ingre et al., 2013), impliquée dans

I’architecture du cytosquelette.

On peut également mentionner les mutations du geéne de 1’ubiquiline 2 (UBQLN2)
responsable de formes de SLA et DFT liées au X. Ce geéne joue un role essentiel dans

I’¢élimination de protéines agrégées poly-ubiquitinées.

Le géne de la NIMA-related kinase 1 (NEK1), découvert récemment, est retrouvé muté dans 2
a 3% des cas de SLA et serait responsable d’altérations de ’homéostasie des microtubules et
de ’import nucléaire. Des mod¢les de souris se basant sur ce géne sont également en cours de

développement.

4.2.2 Autres espéeces animales

Les autres mod¢les animaux de SLA se basent sur les mémes mutations génétiques et ont
chacun des intéréts particuliers pour la recherche. En dehors des souris, d’autres modéles
murins de SLA sont utilisés. Les rats, bien qu’utilisés moins fréquemment, sont
particulierement utiles pour évaluer les applications thérapeutiques trop lourdes pour les
souris, comme l'administration intrathécale continue de composés potentiellement

thérapeutiques par le biais de mini-pompes osmotiques.

Les nématodes, particulierement C. elegans sont utilisés pour la simplicité de leur structure,
ne mesurant qu'un millimétre a I’age adulte avec seulement 959 cellules. Ils ont des geénes
hautement conservés par rapport aux humains. De plus, leur comportement est déja bien
décrit. Leur durée de vie est d’environ trois semaines et leur cycle de vie court est de trois
jours seulement. La transparence de leur corps permet également 1’étude du développement de
leurs motoneurones en détail au cours du temps. Leurs 302 neurones ont déja été

cartographiés et peuvent étre visualisés au microscope avec des marqueurs fluorescents [16].

Les drosophiles partagent de nombreuses caractéristiques avec les nématodes. Leur systéme
nerveux est plus complexe. Certaines mutations menant a des symptomes communs a la SLA
ont ét¢ identifiées chez la mouche. L’intégration de génes connus de la SLA chez la mouche
induit des manifestations visibles comme des troubles de locomotion et un phénotype oculaire
appelé « ceil rugueux » caractéristique de la neurodégénérescence. Ce modele peut étre utilisé
pour tester des candidats-médicaments afin d’améliorer ces manifestations et de

potentiellement développer de nouveaux traitements pour la SLA.
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Les poissons-zebres font partie des modeles d’animaux vertébrés émergents dans 1’étude des

maladies neurodégénératives et notamment de la SLA (Babin et al., 2014). Ils présentent de

nombreux avantages uniques par rapport aux vertébrés supérieurs, notamment la facilit¢ de

modification génétique,

la conservation des

genes

impliqués

dans

les maladies

neurodégénératives, 1’efficacité pour les études de dépistage des toxines et la transparence

optique pendant la période embryonnaire. En contrepartie, pour la modélisation de la SLA, le

modele présente quelques limites comme ’absence de neurones moteurs supérieurs, le fait

qu’il ne soit pas un mammifére et que la plupart des études se concentrent sur les embryons

pour profiter de leur transparence (Morrice et al., 2018).

L’utilisation des différents modeles animaux présente toutefois leur lot d’inconvénients. La

complexité de certains modeles peut en compliquer I’étude (Figure 7). Chaque modéle animal

est associé a des conditions d’élevage définies ainsi que des contraintes éthiques.

L’association des modeles in vitro et in vivo est fondamentale pour étudier les mécanismes

pathogéniques d’une maladie et faire progresser la connaissance des mécanismes impliqués.
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Figure 7: Avantages et inconvénients des modéles in vitro et in vivo pour l'étude de la SLA. (Gois et al.,

2020)
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5 Caractérisation d’un modéle murin de sclérose latérale

amyotrophique, le modéle SOD1-G93A

Les résultats présentés dans cette partie expérimentale ont été obtenus au cours de mon
alternance puis de mon contrat de travail au sein de la start-up parisienne Neurophoenix
(NPX), pour une période totale de 18 mois. NPX est une start-up parisienne de
biotechnologies de stade préclinique créée en 2018. Elle est hébergée dans le laboratoire de
neuro-immunologie virale (NIV) de I’Institut Pasteur, dans le cadre d’un contrat de
collaboration scientifique. L’équipe de direction de I’entreprise est composée de Simon
Baeriswyl, chief executive officer (CEO), Monique Lafon, co-fondatrice et chief scientific

officer (CSO) et Pascal Voisin, co-fondateur et président.

NPX développe une molécule (polypeptide NPX) permettant de promouvoir la survie des
neurones et la repousse de leurs nerfs lorsque ceux-ci ont été endommagés. Le polypeptide
NPX (dit Neurovita ou NV) est un peptide de type interférant capable de réactiver les voies de
signalisation controlant la survie neuronale et la repousse axonale, en levant 1’action
inhibitrice exercée sur cette voie par I’interaction d’une kinase (MAST2) et de son ligand
(PTEN). NV a été développé en suivant une approche biomimétique a partir de la séquence
d’une des protéines du virus de la rage, la protéine G (Khan et al., 2019). Celle-ci permet au
virus de la rage de faciliter sa propagation dans le systéme nerveux en prolongeant la survie

des neurones qu’il infecte.

Le choix de NPX a été de développer un traitement pour les neuropathies optiques, comme la
neuropathie optique ischémique antérieure non-artéritique (NAION). NV est actuellement en
phase préclinique et les preuves de concept obtenues dans cette pathologie, in vivo et in vitro,
ont motivé I’entreprise a étendre leur « pipeline » a d’autres maladies neurodégénératives. NV
ne traitant pas ’origine de la maladie, mais ses conséquences (la mort des neurones), son
champ d’application peut étre élargi a d’autres maladies neurodégénératives caractérisées par

I’altération de la survie neuronale.

Dans le cadre de I’appel a projets générique 2019-2020 de I’Agence Nationale pour la
Recherche (ANR), NPX, en collaboration avec I’Institut Pasteur et ’Institut du Cerveau, a
obtenu un financement de type « projet de recherche collaborative-entreprise » (PRCE) afin
d’étudier les propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices de NV pour le traitement de
la SLA. L’équipe de recherche dédiée a ce projet était composée de Monique Lafon, directrice
du laboratoire de NIV de I’Institut Pasteur, Anthony Deust, postdoctorant de I’Institut Pasteur
et moi-méme, apprenti en recherche et développement chez NPX puis ingénieur de recherche

junior au sein de I’Institut Pasteur les 6 derniers mois.
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5.1 Introduction
L’objectif du projet est de caractériser le modele de souris Tg SOD1-G93A, un modele murin
de SLA afin d’établir par la suite la preuve de concept in vivo de la capacité d’une molécule a

retarder 1’évolution de la maladie dans ce modéle.

Pour cela, nous avons installé pour la premicre fois au sein du laboratoire NIV le mode¢le de
souris Tg SOD1-G93A, et nous nous sommes familiarisés avec 1’évolution de la maladie en
réalisant, le suivi du score neurologique (Hatzipetros et al., 2015), de la perte de poids, et de
la perte de motricité (RotaRod) au cours du temps. En parall¢le, nous avons mis au point
I’extraction des cellules immunitaires a partir de la ME des souris et effectué le phénotypage
de plusieurs populations de cellules immunitaires par cytométrie en flux, afin de suivre
I’évolution des profils immunologiques rencontrés dans la ME a différents stades de la

maladie.

5.2 Matériels et méthodes

5.2.1 Animaux

L’utilisation de souris C57BL/6 Tg SOD1-G93A et de souris C57BL/6 sauvages dites WT a
été approuvée par le comité d’éthique pour 1’expérimentation animale (CETEA) numéro 89 le
16 avril 2021. Le projet a été autorisé¢ par le ministére de I’Enseignement supérieur, de la
Recherche et de I’Innovation le 21 avril 2021 pour une durée de 5 ans (référence interne : dap
210036 ; autorisation APAFiS : #3106 ; référence du dossier : 2021041613339412) puis a
connu un amendement avec une nouvelle autorisation le 5 janvier 2023 (référence interne :

dap 22066 ; autorisation APAFiS : #31069 ; référence du dossier : 2022101815323799v4).

Des souris WT (Jackson Laboratory® JAX#000664) et Tg SOD1-G93A (Jackson Laboratory®
JAX#004435) ont été utilisées pour ce projet. Les males et les femelles ont été utilisés et
I’¢levage a été maintenu au sein de ’Institut Pasteur. Chaque souris a été génotypée par la
technique d’amplification en chaine par polymérase (PCR) en temps réel (TransnetYX®), les
données étaient alors exprimées en nombre relatif de copies du geéne (correspondant a la
donnée de génotypage brute). Les souris ont ét¢ sorties de 1I’animalerie d’¢élevage a I’age de 5

semaines et transférées a 1’animalerie expérimentale Monod.

Les souris ont été hébergées par groupes de 1 a 7 souris dans des cages ventilées, au sein de
I’animalerie Monod de I’Institut Pasteur de Paris. Les souris ont été laissées seules dans leur
cage si elles avaient été isolées des leur sevrage ou si leur isolement était considéré comme
favorable. En cas d’isolement d’une souris, I’environnement de la cage a été enrichi avec un
dome en carton. Elles ont été soumises a un cycle jour nuit 12/12 heures, une température

constante de 22 + 2°C et une humidité de 55 + 5%.
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Le suivi des souris a été assuré 3 fois par semaine avec une mesure du poids, une évaluation
du score neurologique. Il s’agit d’un score entre 0 et 4 permettant de définir I’ampleur des
troubles neurologiques (Hatzipetros et al., 2015) (Annexe 3). Le score 0-1 a été rajouté a
I’évaluation du score neurologique, lorsqu’une faiblesse ou un étirement limité des membres

inférieurs étaient constatés lors de la suspension de la souris par la queue.

Le suivi des souris a aussi été complété par la réalisation d’une grille de suivi du modele,
¢tablie avec la structure de bien-étre animal (SBEA), permettant de mieux définir la survenue
des points limites, et les conduites a tenir en fonction de 1’état de la souris a 1’aide d’un score
clinique composite (Annexe 4). Le degré de sévérité de certaines procédures du projet a di
étre réévalué, au regard de 1’état des souris dans les stades les plus tardifs. Ainsi cette dernicre
grille réalisée avec la SBEA s’est avérée essentielle dans 1’évaluation des points limites dans
le cadre de ’amendement au projet réalisé (élévation de la limite de pourcentage de poids

perdu de 20 a 25%).

L’hébergement des souris Tg SOD1-G93A était différent. Lorsque les souris Tg SOD1-G93A
ont montré les premiers signes cliniques (survenue du score neurologique 1), elles ont été
séparées des souris WT (Figure 8.a). Un complément alimentaire riche en eau (DietGel®
Recovery, ClearH20® 72-06-5022) pour éviter la déshydratation ainsi que des croquettes
étaient mis a disposition dans la litiére de la cage (Figure 8.b). A partir du score 2, les souris

ont été suivies de manicre quotidienne.

5.2.2 Tests de motricité
Les tests de motricité ont été effectués sur le mouse RotaRod (Ugo basile®, 47650). Dés I’age
de 5 semaines, les souris ont effectué trois séances d’habituation consistant chacune en 3

sessions de 1 minute a une vitesse constante de 10 rotations par minute (rpm).

Les tests ont débuté a 1’age de 6 semaines et été stoppés au score neurologique 2 lorsque les

souris ne pouvaient pas se maintenir sur I’appareil.

Les séances de tests consistaient en 3 sessions effectuées a une vitesse croissante allant de 10
a 40 rpm en 170 secondes (s). Les souris étaient retirées de ’appareil au bout de 180s, si elles
se laissaient suspendre pendant un tour ou si elles se retournaient sur la barre. Les scores de
chaque session ont été renseignés pour chaque souris. Chaque session était séparée d’environ

3 minutes de la précédente. Trois séances de tests avaient lieu par semaine.

5.2.3 Perfusion intracardiaque et prélévement des organes/tissus

Les souris ont été anesthésiées par une injection intrapéritonéale de kétamine et de xylazine

(10% d’Tmalgen® 1000, Boehringer ; 5% de Rompun® 2%, Bayer ; NaCl) avant d’étre
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perfusées en intracardiaque, dans le ventricule gauche, avec du phosphate buffer saline 1X
sans calcium et magnésium (PBS™ 1X) (Gibco™, 14190-094) pendant 3 minutes. La ME, le
cerveau et le foie ont été prélevés. Les échantillons destinés a étre utilisés pour le western blot
(WB) ont été directement congelés dans de 1’azote liquide puis stockés a -80°C. Les
¢échantillons dédiés a I’histologie ont été placés dans un premier temps dans une solution de
paraformaldéhyde 4% (PFA 4%) pendant 24 heures a 4°C puis dans une solution de PBS™- 1X
- Sucrose 30% (Sigma-Aldrich®, S0389) pendant 24 heures. Par la suite, ces échantillons ont
été congelés dans une résine d’enrobage Cryomatrix (Epredia™, 6769006) aprés les avoir
plongés dans de I’isopentane refroidi a I’azote liquide. Les échantillons pour la cytométrie en
flux ont été préparés sans délai pour I’extraction des cellules immunitaires présentes dans la

ME (voir le protocole de cytométrie en flux).

5.2.4 Cytométrie en flux

Les tissus ont été écrasés sur un filtre 70um rincé avec du PBS™.

Les cellules immunitaires présentes dans la ME ont été séparées par gradient de Percoll
(Cytiva, 17089101), constitué de 4 couches de solution a 70%, 37%, 30% et 0%. Apres
centrifugation sans frein (30 minutes a 1600rpm), les cellules localisées a I’interface entre les
couches de Percoll a 70% et a 37% ont été récoltées. Les cellules ont été diluées, centrifugées
et suspendues dans ImL de PBS” puis dénombrées sur cellule de KOVA (Kova international,

87144 E).

Avant le marquage, les cellules ont été traitées au FcR blocking reagent Mouse (Miltenyi
Biotec, 130-092-575). Les cellules ont été par la suite incubées 1 heure avec les anticorps puis

fixées.

Pour la cytométrie, deux panels d’anticorps ont été utilisés. Le premier panel permet
d’identifier les cellules de la microglie/macrophages. Il est composé d’un marqueur de
viabilité cellulaire (Fixable Viability Dye eFluor 450, 65-0863, Ebioscience™), d’anticorps
dirigés contre CD45, CD11b et F4/80 (CD45 FITC : Ebioscience™, 11-0451-82 ; CD11b PE
: Ebioscience™, 12-0112-82 ; F4/80 APC : Invitrogen™, MF48005). Le deuxiéme panel est
destiné a identifier les lymphocytes, il est composé d’un marqueur de viabilité, et d’anticorps
dirigés contre CD45, CD3, CD4, CDS8, CD25 et Foxp3 (CD3 Alexa Fluor 700 :
Ebioscience™, 56-0032-82 ; CD4 PerCP-Cyanine 5.5 : Ebioscience™, 45-0042-82 ; CD8
PE-Cyanine 7 : Ebioscience™, 25-0081-82 ; CD25 APC : Ebioscience™, 17-0251-82 ;
Foxp3 PE : Ebioscience™, 12-5773-82). Selon le panel, la méthode de fixation cellulaire
variait. Pour le panel « microglie/macrophages », les cellules étaient fixées avec du CellFix™

(Becton Dickinson Benelux, 340181), tandis que pour le panel « lymphocytes », les cellules
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¢taient fixées avec un kit de fixation et perméabilisation propre au marquage de Foxp3

(Ebioscience™, Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set 00-5523).

Pour chacun des panels, la premiére étape consistait a ne conserver que les singulets et les

cellules vivantes.

Les cellules CD45" correspondent aux leucocytes. Parmi ces derniers, le phénotype de la
microglie activée est caractérisé par les marqueurs CD11b" high et CD45" high et celui des

macrophages est CD11b" low, CD45" low et F4/80".

Parmi les LT CD3* et CD4", les Tregs se caractérisent par 1’expression des marqueurs CD25"

et Foxp3*.

5.2.5 Analyses statistiques

Le logiciel GraphPad Prism 8.0 a été utilisé pour les analyses statistiques. Les résultats ont été
présentés sous forme de moyenne + SEM (erreur standard a la moyenne) apposée aux valeurs
individuelles quand cela était approprié. Des tests t de Student ou des tests de Mann-Whitney
(non paramétriques) ont été utilisés pour les valeurs non appariées. Des tests de corrélation de
Spearman ont été utilisés. Les tests ont été effectués en fonction de la normalité de la
distribution des données. Seuls les résultats avec un P < 0,05 ont été considérés comme

statistiquement significatifs.

5.3 Résultats

5.3.1 Amélioration du bien-étre animal
Les conditions d’hébergement ainsi que les méthodes de suivi ont été adaptées en
collaboration avec la SBEA interne a I’Institut Pasteur sous la responsabilit¢ de Myriam

Mattei, afin d’assurer au mieux le bien-Etre des animaux.
9

Il a été constaté que les souris Tg SODI1-G93A pouvaient progressivement souffrir de la
cohabitation avec les souris WT (« barbering » ou arrachage de poils important et blessures)
en raison de leur affaiblissement progressif. La décision de séparer les souris Tg SOD1-G93A

et WT des la survenue du score 1 a donc été prise (Figure 8.a).

Dans un second temps, il a été constaté que le score neurologique 2 était associé a une perte
de poids importante de I’animal. Cette perte de poids pouvait étre expliquée par des difficultés
a accéder a la nourriture et a 1’eau. C’est pourquoi, dés la survenue du score 1, les souris ont
été supplémentées avec du DietGel® Recovery, afin d’assurer des apports alimentaires et une
hydratation suffisante lorsque la maladie progressait. Des croquettes étaient aussi mises a leur

disposition dans la litiere de la cage (Figure 8.a et 8.b).
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L’évolution de la pathologie dans les scores tardifs pouvant étre fulgurante, les souris d’un
score neurologique supérieur ou €gal a 2 étaient suivies 5 jours sur 7 pour contrdler au mieux
I’évolution de la pathologie (contre 3 jours sur 7 pour les autres) et les euthanasier avant

’apparition des points limites.

Score 4 ou b

atteint Croquettes Eau

o I croquetteset | suivi quotidien |
Séparation I DietGel dansla 1 du scoreetdu

des souris | litiere de lacage | poids
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Suivi du poids etdu | L ;
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Croquettes DietGel
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Figure 8: Gestion des souris Tg SODI-G93A et amélioration du bien-étre animal. (a) Prise en charge
des souris Tg SOD1-G93A4 et WT en fonction de leur score neurologique. (b) Schéma de I’aménagement
d’une cage de souris Tg SODI-G93A d’un score neurologique supérieur ou égal a 1, avec mise a
disposition de croquettes et de DietGel® dans la litiére de la cage.

5.3.2 Suivi de la morbidité

Afin de caractériser le modéle de souris Tg SOD1-G93A, le poids et le score neurologique
des souris Tg SOD1-G93A ont été suivis jusqu’a I’atteinte des points limites et leur sacrifice.
Ces données ont été collectées sur un total de 167 souris WT (78 males et 89 femelles) et 95

souris Tg SOD1-G93A (43 males et 52 femelles).

5.3.2.1 Poids
A la différence des souris WT qui présentaient une augmentation constante de leurs poids
entre 1’age de 6 et 24 semaines, les souris Tg SOD1-G93A voyaient leur poids commencer a

diminuer entre 1’age de 15 et 16 semaines indépendamment du sexe des souris (Figure 9.a et

9.b).

La comparaison du poids des souris Tg SODI1-G93A et WT femelles révele une différence
significative dés 1’age de 11 semaines (t test non apparié, P = 0,0084 ; t = 2,695 ; df = 92 ;
nwt = 53 et nsopi-geza = 42 ; Figure 9.a). Dans le cas des souris Tg SOD1-G93A et WT males,
leurs poids sont significativement différents a compter de la 14éme semaine (t test non

apparié, P =0,0433 ; t=2,064 ; df = 61 ; nwt = 50 et nsopi-go3a = 18 ; Figure 9.b).

Pour mieux anticiper I’évolution de la pathologie, le pourcentage de poids perdu des souris Tg
SODI1-G93A en fonction de 1’age a été étudié. Il s’agit du ratio de la différence du poids

maximum de la souris et de son poids a I’instant t, sur le poids maximum de la souris ((poids
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maximum — poids(t)) / poids maximum x 100). Les résultats obtenus avec les données des
deux sexes étant similaires, 1’analyse du pourcentage de poids perdu combine les données de
67 souris males et femelles. Cette analyse permet de nouveau de constater que le poids des

souris Tg SOD1-G93A décroche a partir de I’age de 15 - 16 semaines (Figure 9.c).

Le pourcentage de poids perdu évolue alors en trois temps, une premiére phase
d’augmentation lente entre la semaine 15 et 18 (de 2,57% a 3,46% ; pente = 0,36), une phase
d’augmentation rapide entre la semaine 18 et 21 (de 3,46% a 10,98% ; pente = 2,54), puis une
derniére encore plus intense entre la semaine 21 et 24 (de 10,98% a 23,07% ; pente = 4,10 ;

Figure 9.c). Les souris sont sacrifiées lorsque le pourcentage de perte de poids atteint 25%.
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Figure 9: Poids des souris Tg SOD1-G93A et des souris WT. (a) Poids en grammes des souris femelles
SODI-G93A4 et WT en fonction de leur dge en semaine. Valeurs moyennes £ SEM (nwr = 52, nsop1-Goza =
42). (b) Poids en grammes des souris mdles SODI1-G93A4 et WT en fonction de leur dge en semaine.
Valeurs moyennes = SEM (nwr = 50, nsopi-geza = 18). (c) Pourcentage de poids perdu par rapport au poids
maximum relevé des souris Tg SOD1-G934 en fonction de leur dge en semaines. Valeurs moyennes + SEM
(n = 67). Les résultats débutent a 13 semaines lors de I’apparition des premiers signes cliniques (score 0-
1). Le point limite de 25% de poids perdu est représenté par les pointillés rouges.
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5.3.2.2 Score neurologique

La cinétique d’apparition des scores neurologiques a été étudiée (Figure 10). Ainsi a 1’age de
95 jours (environ 14 semaines), les premiers signes de faiblesse musculaire, correspondant au
score 0-1 étaient observés ; a 109 jours (environ 16 semaines) le score 1 s’installait ; a 149
jours (environ 21 semaines) le score 2 apparaissait, alors que les scores 3 et 4 étaient observés
respectivement a 162 et 167 jours (23 et 24 semaines) (Figure 10 ; Tableau 2). Il n’y avait pas
de différence significative entre 1’dge de survenue du score 3 et du score 4 (t test non apparié,
P = 10,0885, t = 1,721 ; df = 96 ; nscore3 = 41, nscore4 = 57). La comparaison des scores
obtenus par les males et les femelles n’a pas permis d’établir de différences d’évolution de la

maladie entre les deux sexes (Tableau 2).
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Figure 10: Ages de survenue des scores neurologiques chez des souris Tg SOD1-G93A. Age de survenue
des scores neurologiques en jours chez des souris Tg SODI-G93A. Les extrémités correspondent au

minimum et au maximum, et le symbole « + » a la moyenne (Nscore0-1 = 63, Nscore1 = 80, Nscore2 = 73, Ncore3 =
41, Ngcores = 57). T tests non appariés (P < 0,05 = * ; P <0,01 = ** ; P < 0,001 = *** : P < 0,000] =

Tableau 3: Ages moyens de survenue des scores neurologiques (en jours £ SEM). Pas de différences
significatives entre les deux sexes pour la survenue de chacun des scores (t tests non appariés).

Score 0-1 | Score 1 Score 2 Score 3 Score 4
Souris males 97 (+3) 109 (£ 3) 150 (£2) 163 (£ 3) 169 (£ 2)
Souris femelles 94 (+£3) 108 (£ 3) 147 (£ 3) 162 (£ 3) 166 (£ 3)
Souris madles et femelles 95 (£2) 109 (£2) 149 (£2) 162 (£2) 167 (£2)

5.3.2.3 Capacités motrices
Le test du RotaRod est un test de performance permettant d’évaluer les capacités motrices des

souris, notamment la capacité d’endurance et la force de préhension. Les performances des
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souris WT et Tg SODI1-G93A ont été comparées. Les observations réalisées les deux
premicres semaines (a 1’age de 6 et 7 semaines) montrent une augmentation progressive des
scores obtenus pour les souris WT et Tg SOD1-G93A. En revanche, a partir de la semaine 9,
les performances des souris Tg SOD1-G93A sont statistiquement plus faibles que celles des
souris WT (t test non apparié, P = 0,0043, t = 3,023, df =42 ; Figure 11). Ainsi, les souris WT
maintiennent un score aux environs de 160s jusqu’au bout de la semaine 22 tandis que le
score des souris Tg SODI1-G93A diminue progressivement jusqu’a la survenue du score 2,
marquant la fin des passages des souris au RotaRod (Figure 11). Dans un premier temps, une
diminution lente des résultats des souris Tg SOD1-G93A est observée, jusqu’a la semaine 16,

apres quoi les résultats chutent drastiquement.

180 - . o W e
160 =
1404
120 -
100 -
80 -
60 -
40

*kkk

e Souris WT
-#- Souris SOD1-G93A

Score RotaRod
(secondes)

20 T I T I T I T I T I T I T I L] I
6 8 10 12 14 16 18 20 |22 Survenue
Age (semaines) du score 2

\ 4

Figure 11: Comparaison des capacités motrices des souris Tg SODI-G93A et des souris WT (test du
RotaRod). Valeurs moyennes des scores maximums des souris de chaque groupe + SEM (nwr = 28, nsopi-
G934 = 16). T tests non appariés (P < 0,05 = * ; P <0,01 = **; P < 0,001 = *** ; P < 0,000] = ***¥*),

5.3.3 Influence de la donnée de génotypage sur la symptomatologie

Afin d’homogénéiser les groupes de souris, une corrélation entre le nombre relatif de copies
et la rapidité d’évolution de la pathologie a été recherchée. L’étude a révélé une corrélation
négative entre la donnée de génotypage et I’dge de survenue de I’ensemble des scores
neurologiques. Une donnée de génotypage ¢levée sera associée a un age de survenue du score
plus faible (Score 0-1 : P =0,0017, r = -0,3876 ; Score 1 : P = 0,0492, r = -0,2207 ; Score 2 :
P <0,0001, r=-0,5088 ; score 3 : P=0,0013, r =-0,4853 ; score 4 : P =0,0001, r = -0,4943 ;
Figures 12.a, 12.b, 12.c, 12.d et 12.e). Ainsi plus le nombre relatif de copies du gene SODI

est élevé, plus les symptomes des scores 0-1, 1, 2 et 3 se développent tot.
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Figure 12: Corrélation entre le nombre de copies du transgéne SOD1 et I’évolution des symptomes. (a)
(b) (c) ) (e ffge de survenue des scores neurologiques en fonction de la donnée brute de génotypage
(nombre relatif de copies du gene). Représentation de la droite de régression linéaire en rouge (Nscoreo-1 =
63, Nscore1 = 80, Nycore2 = 73, Nscore3 = 41, Nscores = 56). Tests de corrélation de Spearman.

5.3.4 Profil immunologique de la ME au stade tardif de la pathologie (score
neurologique 3 tardif et score 4)

Les souris Tg SOD1-G93A ont été sacrifiées au score neurologique 3 tardif ou au score de 4,

a un age moyen de 169 jours soit environ 24 semaines, et comparées a des souris WT de

méme age. Les données présentées sont obtenues a partir d’échantillons de ME.

Les échantillons de ME de 16 souris WT et de 12 souris Tg SOD1-G93A ont été étudiés a
’aide du panel d’anticorps « microglie/macrophages ». Parmi les leucocytes (cellules CD45%),

les cellules CD11b positives, high et low, étaient significativement plus nombreuses dans la
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ME des souris Tg SOD1-G93A (test de Mann-Whitney, P = 0,0069, U = 39 ; t test non
apparié, P < 0,0001, t = 5,473, df = 26 ; nwr = 16, nsopi-geza = 12 ; Figures 13.a et 13.b),
indiquant qu’aux stades avancés de la maladie la microglie est activée dans la ME des souris

Tg SOD1-G93A.

L’activation de la microglie s’accompagne aussi d’une migration de macrophages (cellules
CD11b" low / F4/80" ; t test non apparié, P = 0,0223, t = 2,430, df = 26 ; nwt = 16, nsopi-Go3a
=12 ; Figures 13.c).
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Figure 13: Comparaison des leucocytes extraits de la ME de souris WT et de souris Tg SODI-G93A4 a un
stade tardif (score 3-4). (a) Nombre de cellules CD11b" high parmi les leucocytes (cellules CD45"). (b)
Nombre de cellules CDI1b" low parmi les leucocytes (cellules CD45"). (¢) Nombre de cellules F4/80"
parmi les cellules CDI11b" low (figure 12.b). Les résultats sont exprimés en nombre de cellules vivantes
normalisées sur le nombre de cellules vivantes total + SEM (nwr = 16, nsopi-oza = 12). Tests statistiques
de Mann-Whitney ou t tests non appariés (P < 0,05 = * ; P <0,01 = ** ; P < 0,001 = *** : P < 0,000 =

Ces mémes échantillons ont été analysés avec le panel d’anticorps « lymphocytes »
permettant de caractériser les lymphocytes migrants, dont les Tregs. Une infiltration
importante de la ME des souris Tg SOD1-G93A par les lymphocytes CD3" a été observée
(test de Mann-Whitney, P = 0,0066, U = 120 ; nwr = 23, nsopi-go3a = 20 ; Figures 14.a). Parmi
ces dernicres, seules les cellules CD8" étaient augmentées significativement chez les souris
Tg SOD1-G93A (test de Mann-Whitney, P = 0,0016, U = 113 ; nwr = 23, nsopi-goza = 20 ;
Figures 14.b).

Pour les CD4", une grande variabilité a été observée et n’a pas permis d’obtenir de différence
significative entre les échantillons des souris Tg SOD1-G93A et les souris WT (test de Mann-
Whitney, P =0,1098, U = 164,5 ; nwrt = 23, nsopi-Go3a = 20 ; Figure 14.c).

Lorsque les Tregs ont été analysés, il a été observé que les Tregs CD4" étaient augmentés de
manicre significative dans la ME de souris Tg SOD1-G93A (test de Mann-Whitney, P =
0,0135, U= 160,5 , DwT = 23, nsopi-go3a = 20 5 Figures 14.6).
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Figure 14: Comparaison des lymphocytes migrants extraits de la ME de souris WT et de souris Tg
SODI1-G93A4 a un stade tardif (score 3-4). (@) Nombre de cellules CD3" parmi les leucocytes (cellules
CD45"). (b) Nombre de cellules CDS" parmi les cellules CD3" (figure 13.a). (¢) Nombre de cellules CD4*
parmi les cellules CD3" (figure 13.a). (d) Nombre de cellules CD25" et Foxp3™ parmi les cellules CD8"
(figure 13.b). (e) Nombre de cellules CD25" et Foxp3" parmi les cellules CD4" (figure 13.c). Les résultats
sont exprimés en nombre de cellules vivantes normalisées sur le nombre de cellules vivantes total + SEM
(nwr = 23, nsopi-geza = 20). Tests statistiques de Mann-Whitney ou t tests non appariés (P < 0,05 = * ; P
<0,01 = **; P < 0,001 = *** : P <(,000] = ***%),
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6 Discussion

La SLA est la maladie du motoneurone la plus fréquente. Malgré I’identification de multiples
facteurs génétiques et environnementaux, elle reste une pathologie complexe marquée par une
grande variabilité¢ individuelle. Cela se traduit également par une multitude de mécanismes

biologiques impliqués dans la physiopathologie.

Compte tenu de la fréquence des mutations dans la SLA et des avancées thérapeutiques,
I’analyse génétique moléculaire est recommandée pour tout patient atteint de SLA. Ceci a
conduit a la rédaction d’un nouveau protocole national de diagnostic et de soins (PNDS) de la
SLA dédi¢ a la génétique de la maladie fin 2021. La recherche de la mutation identifiée dans
la famille est maintenant recommandée chez un nombre croissant d’apparentés dans le cadre
d’un dépistage présymptomatique voire, dans de rares cas, dans un cadre de diagnostic
prénatal. Des corrélations entre les mutations et I’évolution clinique ont maintenant été
identifiées. L’identification des mutations des patients permet désormais 1’adaptation de leur
prise en charge et donc une thérapie plus personnalisée. Lorsqu’une mutation SOD1 est
identifiée chez un patient, le traitement par Tofersen devrait pouvoir étre proposé a moyen

terme [5].

Le développement de nouvelles thérapies dans la SLA se poursuit avec un nombre conséquent
d’essais cliniques en cours et I’exploration de nouvelles pistes thérapeutiques. Les thérapies
innovantes et notamment les thérapies géniques prennent une place essentielle dans le

traitement de la SLA, permettant d’envisager une thérapie personnalisée et curative a I’avenir.

Les mod¢les animaux jouent un réle important dans 1’élucidation des mécanismes biologiques
et le développement de ces thérapies. Les modeles actuels permettent essentiellement
d’émuler des aspects spécifiques de la maladie, cependant aucun d’entre eux n’est capable de
reproduire le spectre complet de la SLA, ce qui se traduit par un manque de translation

clinique.

La découverte de nouvelles mutations offre 1’opportunité d’en apprendre plus sur les
mécanismes, les voies et la physiopathologie de la maladie. De nombreux modeles de SLA
sont encore en développement et les derniers geénes identifiés constituent de nouvelles pistes.
Les techniques innovantes comme 1’édition génique par CRISPR/Cas9 ou la transgénéese
virale sont prometteuses pour modé¢liser fidelement la maladie et sont applicables a
I’ensemble des fonds génétiques. Les modeles générés permettront d’accélérer la recherche

sur la SLA ainsi que le développement thérapeutique.
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Cependant, une seule souche consanguine n’intégre pas l'une des principales sources de
variation phénotypique dans les populations humaines : la diversité génétique. Le manque de
diversité génétique limite ['utilité translationnelle des modéles de souris standard. Il est
possible d’appliquer une variabilité génétique au moins égale a celle des populations
humaines en utilisant des lignées recombinantes consanguines ou Collaborative Cross

(Montagutelli, 2015).

L’existence de nombreux sous-groupes de patients indique qu’il faudrait tester les
médicaments sur 1’ensemble de ces derniers, ce qui nécessiterait 1’utilisation d’un grand
nombre de modeles. La combinaison de modeles de SLA avec notamment des cellules
dérivées d’iPS de patients, ainsi que le suivi de directives d’utilisation communes de chaque

modele permettrait I’obtention de résultats robustes et d’une meilleure translation clinique.

Dans le cas de la SLA, le modele Tg SOD1-G93A s’impose comme 1’un des modeles les plus
documentés et se rapprochant le plus de 1’évolution clinique retrouvée chez les patients.
Néanmoins, ce modele présente aussi des limites, la mutation SOD1 ne représentant pas la
majorité des patients avec moins de 5% de I’ensemble des cas de SLA. Il présente également
une surexpression importante de SOD1 avec une évolution homogéne de la maladie, ce qui
est inhabituel chez les patients. De plus, il ne présente pas de pathologie & TDP-43 qui est
pourtant présente dans 97% des patients (Mackenzie et al., 2007).

Dans le cas de NPX, le modele Tg SOD1-G93A a été choisi et I’installation de ce modéle au
sein du laboratoire nécessitait d’adapter les conditions d’élevage afin de garantir le maintien
du bien-étre animal, et d’identifier les marqueurs permettant de suivre 1’évolution de la

maladie afin de détecter les effets de I’injection de la biomolécule NV.
Bien-étre animal

Des améliorations ont été apportées aux conditions d’élevage et d’expérimentation des souris
Tg SODI-G93A afin de garantir les meilleures conditions d’hébergement. Une vigilance
particuliere a été apportée au développement des symptomes. Une grille de suivi de la
pathologie dans ce modele a été rédigée avec la SBEA de I’'Institut Pasteur. Cette grille a
permis de réévaluer le degré de sévérité de certaines procédures du projet, mais aussi
d’augmenter la valeur de la perte de poids (de 20 a 25%) au-dela de laquelle les animaux

doivent étre sacrifiés pour des raisons éthiques (point limite).

Cette réévaluation a permis de suivre 1’évolution de la pathologie jusqu’au score 4. Les

documents porteurs de ces modifications ont été soumis au CETEA pour validation.
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Suivi de la morbidité

Le suivi de la morbidité nécessite une observation clinique réguliere des souris. Ce suivi
consistait & mesurer le poids de 1’animal, a évaluer sa motricité et son endurance (test du

RotaRod) et a observer le développement des troubles neurologiques (score neurologique).

L’évolution du poids est un bon marqueur de I’état de santé des souris. Chez les souris WT, le
poids augmente régulierement a partir du sevrage (semaine 5). Dans le cas des souris Tg
SOD1-G93A, I’évolution differe. Dés la semaine 11, les souris femelles Tg SOD1-G93A ont
un poids significativement plus faible que celui des souris WT, avant méme la survenue des
premiers symptomes. Pour les males Tg SOD1-G93A, cette différence n’apparait qu’apres

I’age de 14 semaines.

Pour I’ensemble des souris Tg SODI1-G93A, la perte de poids commence en moyenne apres
I’age de 16 semaines (score 1). La perte de poids s’accélere fortement alors que la pathologie
progresse. Cette cinétique d’évolution du poids a déja été caractérisée dans la littérature

(Azzouz et al., 1997).

Cette perte de poids pourrait correspondre au début de I’atrophie musculaire comme 1’a
montré le groupe de Nagahara, qui a observé que les muscles gastrocnémiens étaient deux
fois moins lourds chez les souris Tg SOD1-G93A que chez les souris WT a I’age de 15
semaines (Nagahara et al., 2015). Ces pertes de poids seraient également associées a des

altérations métaboliques (Dupuis et al., 2004).

Le test de motricité a permis de déceler une différence entre les souris Tg SOD1-G93A et les
souris WT deés 1’dge de 9 semaines, ce qui en fait le meilleur marqueur pour identifier la
survenue des symptomes précoces de la pathologie. La performance des souris Tg SOD1-
G93A diminue lentement jusqu’a 1’dge de 16 semaines, puis une baisse importante de la
performance est constatée jusqu’a I’atteinte du score 2. La baisse importante des capacités
motrices, débutant aprés 1’age de 16 semaines, coincide avec le début de la perte de poids.
Cela indiquerait qu’a cet age la maladie a des conséquences sur ’état physique de la souris.
Cela pourrait notamment étre expliqué par la perte musculaire abordée précédemment, mais
aussi par le phénomene de dégénérescence des axones moteurs et de 1’altération des Jonctions
Neuro-Musculaires (JNM). Chez les souris Tg SOD1-G93A, une dénervation de 40% des
plaques motrices est constatée deés le jour 47 (environ 7 semaines). Au jour 100 (environ 15
semaines), prés de 70% de ces plaques motrices sont déja dénervées (Fischer et al., 2004).

L’¢étude de ces INM est une piste pour mieux caractériser la progression de la maladie.
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Les résultats des tests de RotaRod different d’un article a lautre. La différence de
performance entre les souris Tg SOD1-G93A et les souris WT a souvent été constatée de
manicre plus tardive, aux alentours de 1’age de 12 a 14 semaines (Alves et al., 2011; Evans et
al., 2014; Mancuso et al., 2011). Ces différences constatées dépendent en grande partie du
protocole suivi. Celui que nous avons suivi sollicitait davantage les souris, ce qui pourrait

expliquer que les souris répondaient plus précocement au test.

Le score neurologique a permis dans un premier temps d’établir une chronologie de
I’évolution des symptomes des souris Tg SODI-G93A. Nous avons pu distinguer une
premiére étape de développement lent avec ’apparition des premiers symptomes puis des
symptomes intermédiaires (score 0-1 et 1) entre 1’dge de 14 et 21 semaines. Cette premicre
phase était suivie par une phase plus agressive avec les symptomes tardifs menant a la mort

dans les 3 semaines suivantes (de I’age de 21 a 24 semaines).

Le phénotype clinique de ce modéle animal est caractérisé dans la littérature par l'apparition
de symptomes moteurs des membres postérieurs vers 1’age de 13 semaines, puis par une
progression rapide jusqu'au stade final vers I’age de 19 a 21 semaines (Dal Canto & Gurney,
1997). On peut supposer que la survenue plus tardive du stade final dans notre modele est la

conséquence des améliorations effectuées dans I’¢levage de la lignée.

L’analyse du génotypage a révélé une corrélation négative entre le nombre de copies du géne
SOD1 et I’age de survenue des scores pour les scores 0-1, 1, 2, 3 et 4. Cela indiquerait qu’un

nombre important de copies du geéne induirait des symptomes plus précoces.

Il s’agit donc d’un élément a prendre en compte lors de la constitution de cohorte d’animaux
pour les expériences impliquant la biomolécule NV. La sélection des souris en fonction de
leur nombre de copies, en éliminant les extrémes, est une piste a explorer afin de limiter la

variabilité dans la survenue des différents scores.

Le développement de ces outils de suivi a permis de déterminer que le RotaRod était 1’outil
permettant de déceler les symptomes les plus précoces. Le poids, quant a lui, sert
essentiellement a suivre la progression de la maladie une fois le score 1 atteint, la perte de
poids devenant fulgurante a partir du score 2. Le score neurologique reste 1’outil permettant
de suivre facilement la progression de la maladie de ses symptomes précoces jusqu’aux stades

terminaux.

Il restera a explorer la dégénérescence des motoneurones. Pour cela, il faudra dénombrer les
motoneurones de la partie lombaire de la ME a différents stades de la maladie afin de suivre

leur dégénérescence au cours de la pathologie. Une diminution de moitié du nombre de
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motoneurones dans des sections lombaires de la ME a été constatée dans les stades terminaux
de la maladie (Zhu & Sheng, 2011). Ce sera également un paramétre important a suivre pour

attester de 1’efficacité de la neuroprotection de la biomolécule NV.

La dégénérescence des motoneurones se traduit aussi par une destruction des axones moteurs
du nerf sciatique et I’atrophie des plaques de JNM (Nagahara et al., 2015). Ces parametres se

devront aussi d’étre étudiés.
Profil immunologique

Au-dela de I’aspect clinique, nous avons cherché a déterminer quels étaient les effets de la
maladie sur ’activation de la microglie et la migration des cellules immunitaires dans le SNC

(en particulier dans la ME) des souris Tg SOD1-G93A.

Au score 3 tardif et score 4, une augmentation des cellules de la microglie activée (cellules
CD11b" high) a été constatée. Cette activation de la microglie au cours de la SLA a déja été

décrite (Ban et al., 2019; Béland et al., 2020).

Il serait intéressant de caractériser le phénotype de cette microglie. Pour cela, il serait
nécessaire de réaliser une étude des différentes cytokines et chimiokines produites dans le
tissu dans un premier temps (cytokine multiplex assay), et pour plus de précision, un
séquencage des geénes impliqués dans les phénotypes pro-inflammatoires et

immunosuppresseurs de la microglie.

L’infiltration des macrophages (cellules F4/80" parmi les CD11b" low), ainsi que celle des
lymphocytes dans la ME ont été constatées, comme déja décrites dans la ME au cours de la

SLA (Graber et al., 2010; Sta et al., 2011).

Dans les stades tardifs de la pathologie (score 3 tardif et score 4), on peut supposer que
I’activation de la microglie serait a 1’origine d’une attraction dans la ME de macrophages,
mais également de lymphocytes CD3 et principalement de CD8 parmi ces derniers. Il y aurait
donc un phénomene inflammatoire a ’origine d’un recrutement de cellules immunitaires

périphériques.

On observe également une augmentation des Tregs CD4" (cellules CD25" et Foxp3™ parmi les
cellules CD4") chez les souris Tg SOD1-G93A. 4 priori, I’évolution de la maladie devrait
étre accompagnée d’une diminution des Tregs. Cependant, en comparant a des souris WT, le
contexte inflammatoire de la maladie justifie leur augmentation. On peut supposer que ces
Tregs seraient dysfonctionnels en raison de ’activité pro-inflammatoire de la microglie et ne

permettraient plus de réguler I’inflammation (Beers et al., 2017).
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Le profil immunologique de la ME des souris Tg SOD1-G93A doit également étre étudié a
différents stades de la maladie : au début du score 1 (15 semaines) et au score 2 (20
semaines). Cela permettrait également de comparer nos résultats a ceux d’Angelini et al.
(Angelini et al., 2020) qui n’observaient pas de différences significatives entre souris Tg
SOD1-G93A et WT a I’age de 8 semaines, mais seulement a 1’age de 16 semaines, il y avait
une augmentation des lymphocytes, des cellules natural killer (NK), des macrophages et des
monocytes dans la ME. Cela était donc en faveur d’une forte infiltration de cellules

Immunitaires.

Angelini et al. se sont également intéressés aux profils immunologiques périphériques
(lymphocytes du sang périphérique) ou ils ont observé a I’age de 8 semaines une
augmentation des monocytes et mastocytes circulant dans le sang, puis finalement un retour a
la normale des monocytes et une diminution des mastocytes a I’age de 16 semaines (Angelini
et al., 2020). II serait aussi intéressant de déterminer les profils immunologiques au niveau
périphérique au cours des différents stades (score 1, 2 et 4) sur notre modele de souris Tg

SOD1-G93A.

Les données obtenues a partir de 1’ensemble des techniques mises en place seront comparées
avec celles obtenues pour des souris WT et Tg SOD1-G93A non traitées ou avec des souris
Tg SOD1-G93A injectées avec un AAV contrdle permettant I’expression d’une molécule NV

non active (ANV).

La pathologie des souris traitées avec I’AAV NV sera comparée a celle des souris traitées
avec 'AAV ANV et celles non traitées. Il est attendu que la biomolécule NV retarde
I’apparition des symptomes et par conséquent I’ensemble des facteurs de morbidité suivi
(troubles neurologiques, perte de poids et diminution des capacités motrices), en protégeant
les neurones de la mort, mais également en intervenant au niveau immunitaire, en stimulant

I’activité des Tregs.

Si ces résultats sont obtenus, ils permettront de confirmer les propriétés neuroprotectrices
¢tablies in vitro en étudiant 1’¢longation des neurites de neuroblastomes humains (Khan et al.,
2019; Prehaud et al., 2010), de statuer sur I’efficacité de la biomolécule NV, et d’en établir la
preuve de concept pour les maladies neurodégénératives touchant les motoneurones. Ces
travaux pourront par la suite étre poursuivis par la réalisation d’études précliniques

complémentaires.
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Les modeles animaux sont essentiels au développement de nouvelles thérapies pour les
preuves de concept préclinique. Cependant, bien qu'il existe de nombreuses similitudes entre
ces modeles et les patients, les traitements efficaces chez la souris ne sont que rarement
applicables chez I'homme. Il va de soi que les résultats obtenus dans ces modeles seront

interprétés avec prudence (Picher-Martel et al., 2016; Rothstein, 2003).
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7 Conclusion

La SLA est une maladie complexe dont I’ensemble des mécanismes ne sont pas encore
¢lucidés. Les options thérapeutiques sont encore limitées et un besoin thérapeutique est
toujours présent. Il est ainsi nécessaire de poursuivre la recherche et le développement de
thérapies. Pour cela, il est nécessaire d’utiliser des modéles animaux reproduisant au mieux
les caractéristiques a étudier comme le phénotype clinique de la SLA ou des mécanismes
biologiques précis. Aucun modele ne mime parfaitement I’ensemble des caractéristiques de la
SLA, il est donc nécessaire d’en optimiser 1’utilisation pour en tirer les résultats les plus

robustes et augmenter leur utilité translationnelle.

Les travaux réalisés correspondent au projet « Neurovita-SLA » répondant a I’appel a projets
PRCE 2019-2020 financé par ’ANR. Le but de ce projet est d’étudier les propriétés
neuroprotectrices et anti-inflammatoires d’une biomolécule, NV, développée par la société de

biotechnologie NPX, pour le traitement de la SLA.

Le choix du modé¢le animal permettant d’établir la preuve de concept de I’efficacité de NV a
ralentir la progression de la maladie s’est porté sur le modele de souris Tg SODI1-G93A. Ce
modele mime de maniére fidele le phénotype clinique retrouvé chez les patients porteurs de
cette mutation. De plus, il implique les mécanismes de neuro-inflammation et de

neurodégénérescence nécessaires pour tester NV.

Avant de pouvoir tester 1’efficacité de la biomolécule dans ce modéle, il était nécessaire
d’établir un élevage de la lignée, puis de caractériser au mieux 1’évolution de la pathologie et
d’acquérir D’expertise pour les méthodes permettant d’en effectuer le suivi. Notre
connaissance du modele nous a permis d’identifier les parametres les plus adaptés pour mettre
en ¢évidence un potentiel effet thérapeutique de la molécule NV. Ces résultats permettent
d’aborder la deuxiéme phase de I’étude qui consistera a établir la preuve de concept de

I’efficacité de NV comme « drug modifying disease » dans la SLA.
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ANNEXES

Annexe 1 : Critéres de diagnostic de Gold Coast.

Criteria for diagnosis of ALS.

1. Progressive motor impairment documented by history or repeated clinical assessment, preceded by normal motor function, and

2. Presence of upper' and lower? motor neuron dysfunction in at least 1 body region® , (with upper and lower motor neuron dysfunction noted in the same body region
if only one body region is involved) or lower motor neuron dysfunction in at least 2 body regions, and

3. Investigations* excluding other disease processes

Footnotes:

'Upper motor neuron dysfunction implies at least one of the following:
1. Increased deep tendon reflexes, including the presence of a reflex in a clinically weak and wasted muscle, or spread to adjacent muscles
2. Presence of pathological reflexes, including Hoffman sign, Babinski sign, crossed adductor reflex, or snout reflex.
3. Increase in velocity-dependent tone (spasticity)
4. Slowed, poorly coordinated voluntary movement, not attributable to weakness of lower motor neuron origin or Parkinsonian features

2Lower motor neuron dysfunction in a given muscle requires either:

Clinical examination evidence of

Muscle weakness, and

Muscle wasting

or
EMG abnormalities that must include:

Both evidence of chronic neurogenic change, defined by large motor unit potentials of increased duration and/or increased amplitude, with polyphasia and motor

unit instability regarded as supportive but not obligatory evidence.

And evidence of ongoing denervation including

Fibrillation potentials or positive sharp waves, or

fasciculation potentials

3Body regions are defined as bulbar, cervical, thoracic and lumbosacral. To be classified as an involved region with respect to lower motor neuron involvement, there
must be abnormalities in two limb muscles innervated by different roots and nerves, or one bulbar muscle, or one thoracic muscle either by clinical examination or
by EMG.

“The appropriate investigations depend on the clinical presentation, and may include nerve conduction studies and needle EMG, MRI or other imaging, fluid studies of
blood or CSF, or other modalities as clinically necessary.
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Annexe 2: ALSFRS-R - une échelle d'évaluation de la sclérose latérale amyotrophique fonctionnelle

incorporant des évaluations de la fonction respiratoire (« Edaravone in Amyotrophic Lateral Sclerosis—

Lessons from the Clinical Development Program and the Importance of a Strategic Clinical Trial Design »,

2018).

Item Scoring criteria

1. Speech

Normal speech process

Detectable speech disturbance

Intelligible with repeating

Speech combined with non-vocal communication
Loss of useful speech

2. salivation

WD o oW

[=J—

Normal

Slight but definite excess of saliva in mouth; may
have nighttime drocling

Moderately excessive saliva; may have minimal
drooling (during the day)

Marked excess of saliva with some drocling
Marked drooling; requires constant tissue

or handkerchief

3. Swallowing

Normal eating habits

Early eating problems —occasional choking
Dietary consistency changes

Needs supplement tube feeding

NPO (exclusively parenteral or enteral feeding)

4. Handwriting

Norrmal

Slow or sloppy, all words are legible
Not all words are legible

Able to grip pen, but unable to write
Unable to grip pen

Sa. Cutting food and
handling utensils*

5h. Cutting food and
handling utensils

T T N R U R

-

w

Normal

Somewhat slow and clumsy, but no help needed
Can cut most foods (>509), although slow and
clumsy; some help needed

Food must be cut by someone, but can still
feed slowly

Needs to be fed

Normal

Clumsy, but able to perform all

manipulation independently

Some help needed with closures and fasteners
Provides minimal assistance to caregiver
Unable to perform any aspect of task

6. Dressing and
hygiene

[T e P ]

ra

Normal function

Independent and complete self-care with effort or
decreased efficiency

Intermittent assistance or substitute methods
Needs attendant for self-care

Total dependence

Item Scoring criteria

7. Turning in bed
and adjusting
bed clothes

4
3
2

Normal function

Somewhat slow and clumsy but no help needed
Can turn alone, or adjust sheets, but with

great difficulty

Can initiate, but not turn or adjust sheets alone
Helpless

8. Walking

Normal

Early ambulation difficulties

Walks with assistance
Non-ambulatory functional movement
No purposeful leg movement

9. Climbing stairs

Normal

Slow

Mild unsteadiness or fatigue
Needs assistance

Cannot do

10. Dyspnea

[ R I TR G R i Y

None

Occurs when walking

Occurs with one or more of the following: eating,
bathing, dressing

Occurs at rest: difficulty breathing when either sitting
or lying

Significant difficulty: considering using mechanical
respiratory support

11. Orthopnea

None

Some difficulty sleeping at night due to shortness
of breath, does not routinely use more than

two pillows

Needs extra pillows in order to sleep (more

than two)

Can only sleep sitting up

Unable to sleep without mechanical assistance

12. Respiratory
insufficiency

[= T R R R

None

Intermittent use of BIPAP

Continuous use of BiPAP during the night
Continuous use of BiPAP during the day and night
Invasive mechanical ventilation by intubation

or tracheotomy

*Patients without G-fube — use 5b If >50% Is though G-tube.

**Patients with G-tube — 5D is used if the patient has a G-tube and only If it is the primary

method (~50%) of eating.

ADL = activities of daily Iving; BIPAP = Bilevel Positive Airway Pressure;

G-tube = gastrostomy tube; NPO = nothing by mouth.
Reproduced with permission from Cedarbaum et al, 19997
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Annexe 3: Score neurologique.

Neurological Score

Regardless of which neurological scoring system is used, scores should be assessed for both hind
legs. The example neurological scoring system below employs a scale of zero to four developed by
ALSTDI. Example criteria used to assign each score under this system (see accompanying video for visual
demonstration of scoring system) are:

Score Criteria

Score of 0:

Score of 1:

Score of 2:

Score of 3:

Score of 4:

Full extension of hind legs away from lateral midline when mouse is suspended by its tail,
and mouse can hold this for two seconds, suspended two to three times.

Collapse or partial collapse of leg extension towards lateral midline (weakness) or
trembling of hind legs during tail suspension.

Toes curl under at least twice during walking of 12 inches, or any part of foot is dragging
along cage bottom/table*.

Rigid paralysis or minimal joint movement, foot not being used for generating
forward motion.

Mouse cannot right itself within 30 seconds after being placed on either side.

*If one hind leg is scored as 2, food pellets are left on bedding. If both hind legs are scored as 2, Nutra-Gel*
(Bio-Serve #54798) is provided as food in addition to food pellets on bedding and a long sipper tube is
placed on the water bottle.

97



Annexe 4: Grille de suivi des modeles.

SBEA INSTITUT PASTEUR Date 27/06/2022

Grille de suivi des modeles

Rédacteurs : Anthony Deust et Romain Thebeaud

Score clinique composite

Paralysie musculaire Score
Normal 0
Parésie d’un ou des membres postérieurs 1
Paralysie d’'un membre postérieur 2
Paralysie des deux membres postérieurs 8

Score paralysie musculaire

Apparence Score
Normal, perte de poids <5% 0
Perte de poids 5% - 10% 1
Perte de poids 11% - 15% 2
Perte de poids 16% - 20% 3
Perte de poids 21% - 25% 4
Perte de poids >25% Point Limite
Absence de toilettage 1

Pli cutané (déshydratation) il
Tachypnée 1
Bossue (hunchback) 1
Abondance de mucus au niveau des yeux 1
Score apparence

Comportement Score
Mobilité normale 0
Mobilité altérée 1
Mobilité difficile 2
Immobilité persistante > 24h Point limite

Score comportement




SBEA INSTITUT PASTEUR

Date 27/06/2022

SCORE TOTAL (= somme scores paralysie musculaire + apparence +
comportement ; maximum 14)

Annexe

Actions mises en place en fonction du score total

Score Total

Actions mises en place

0-1

Continuer la surveillance

2-3

Nourriture / gel humidifié dans la cage

4-7

Nourriture / gel humidifié dans la cage
+augmentation de la fréquence de surveillance

8-9

Nourriture / gel humidifié dans la cage
+ augmentation de la fréquence de surveillance
+ discussion de la conduite a tenir avec un membre de la structure du
bien-étre animal

>9

Point limite (mise a mort)
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RESUME

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), également connue sous le nom de maladie de
Charcot ou de maladie de Lou Gehrig, est une maladie neurodégénérative dévastatrice
affectant les motoneurones du systéme nerveux central. Cette pathologie se manifeste par une
atrophie musculaire progressive conduisant a la paralysie et finalement au décés dans les 2 a 3
ans suivant le diagnostic. Malheureusement, il n'existe actuellement aucun traitement curatif

pour la SLA, et les options thérapeutiques sont limitées.

Des efforts de recherche visant a développer de nouvelles thérapies pour la SLA sont encore
nécessaires. Un défi majeur réside dans la traduction des résultats de modéles animaux en
succes cliniques. Pour pallier ce manque de translation, des modéles sont encore en

développement et des conditions optimales d’utilisation doivent étre définies.

Le modele murin transgénique SODI-G93A a été sélectionné pour développer une
biomolécule potentiellement efficace contre la SLA. Ce modele a été choisi en raison de sa
similitude avec la forme agressive de la maladie observée chez les patients atteints de SLA.
Des expériences ont ét¢é menées pour mettre en place un plan expérimental robuste. Ces
efforts ont permis de valider l'utilit¢ de ce modele pour des études précliniques visant a

évaluer l'efficacité d’une biomolécule dans le traitement de la SLA.

En conclusion, la SLA demeure une maladie complexe nécessitant une recherche continue
pour développer de nouvelles thérapies. L'utilisation de modeles animaux appropriés peut
contribuer a la compréhension des mécanismes de la maladie et a 1'optimisation des approches
thérapeutiques. Le projet « Neurovita-SLA » s'inscrit dans cette perspective, visant a évaluer
les propriétés neuroprotectrices et anti-inflammatoires d’une biomolécule dans l'espoir de

ralentir la progression de la SLA.

Mots-clés :  Sclérose latérale amyotrophique ; Maladie neurodégénérative ; Modele

preéclinique ; Développement thérapeutique ; SOD1-G93A4 ; Plan expérimental
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