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EVALUATION DES EFFETS D’UN ANTICORPS AGONISTE DE LA VOIE
DU FGF21 DANS UN MODELE MURIN DE SCLEROSE LATERALE
AMYOTROPHIQUE (SLA)

RESUME :

De nombreux mécanismes physiopathologiques ont été identifiés dans la SLA et une
approche thérapeutique intéressante pourrait étre ’utilisation de molécules ciblant plusieurs

mécanismes physiopathologiques de maniére concomitante.

Dans ce cadre la voie du Fibroblast growth factor 21 (FGF21) liée a I’'inflammation et au

métabolisme énergétique pourrait etre une cible thérapeutique potentielle.

Douze souris porteuses du gene muté SODI*G93A ont été traitées en intrapéritonéal par le
R1Mabl, un anticorps agoniste de la voie du FGF21. Des contrdles mutants et sauvages ont

recu aux mémes doses du tampon phosphate ou du R1Mabl.

Nous avons observé que la perte de poids des souris TG traitées par le R1Mabl est plus
importante que chez les souris sauvages (S13 p<0,009, S14 p<0,01, S15 p<0,01, S16 p<0,01,
S17 p<0,01, S18 p<0,001 S19 p<0,001 et S20 p<0,001). De plus, cette variation pondérale est
plus marquée que chez les souris WT (p<0.01). Les résultats de 1’échographie montrent une
augmentation significative du ratio surface musculaire sur poids chez les souris TG traitées vs
TG non traitées (p=0,036). Une amélioration significative des performances motrices évaluées
par rotarod est présente a la 20° semaine de vie chez les souris TG traitées vs TG non traitées

(p=0,032).

Le R1Mabl a donc eu des effets inattendus dans le traitement de la forme murine de la SLA,
en améliorant les performances au test du rotarod des souris traitées, malgré une perte

pondérale importante normalement de mauvais pronostique.

Mots-clés : Sclérose latérale amyotrophique, FGF21, métabolisme, inflammation, souris

SOD1*G93A
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF AN AGONIST ANTIBODY OF THE
FGF21 PATHWAY IN A MURINE MODEL OF AMYOTROPHIC LATERAL
SCLEROSIS (ALS)

ABSTRACT :

Many pathophysiological mechanisms have been identified in ALS and an interesting
therapeutic approach could be the use of molecules targeting several pathophysiological
mechanisms concomitantly.

In this context, the Fibroblast growth factor 21 (FGF21) pathway linked to inflammation and
energy metabolism could be a potential therapeutic target.

Twelve mice carrying the SOD1*G93A mutated gene were treated intraperitoneally with
R1Mabl, an agonist antibody of the FGF21 pathway. Mutant and wild-type controls were
given the same doses of phosphate buffer or R1Mabl.

We observed that the weight loss of R1Mabl-treated TG mice was greater than in wild-type
mice (S13 p <0.009, S14 p <0.01, S15 p <0.01, S16 p <0.01, S17 p <0.01, S18 p <0.001 S19
p <0.001 and S20 p <0.001). In addition, this weight variation is more marked than in WT
mice (p <0.01). Ultrasound results show a significant increase in the ratio of muscle area to
weight in treated TG vs. untreated TG mice (p = 0.036). Significant improvement in rotarod-
assessed motor performance was seen at week 20 in treated TG vs. untreated TG mice (p =
0.032).

R1Mabl had unexpected effects in the treatment of the murine form of ALS, by improving
the rotarod test performance of the treated mice, despite a significant weight loss normally of

poor prognosis.

Keywords : amyotrophic lateral sclerosis, FGF21, metabolism, inflammation, SOD1*G93A

mice.
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ABREVIATIONS

ACP : Analyse en Composante Principale

ALSFRS-R : Amyotrophic Lateral Sclerosis
Functional Rating Score - Revisited

AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-
méthylisoxazole-4-propionate

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

CQ : Contréle de Qualité

CV : Coefticient de Variation

DFT : Démence Fronto-Temporale
EAAT2 : Excitatory Amino-Acid Transporter 2
EMG : Electro-MyoGramme

FGF : fibroblast groxth factor

FGFR : récepteur au FGF

FUS : Fused in Sarcoma

GRB?2 : growth factor receptor bound 2
GSK3 : glycogen synthase kinase 3

Hsp : heat shock protein

IGF-1 : insulin-like growth factor

IgG : Immunoglobuline G

IMC : indice de masse corporelle

LCR : Liquide céphalo-rachidien

mTOR : mammalian target of Rapamycin

NF-«B : nuclear factor k-light-chain-enhancer
of activated B cells

NMc et NMp et MN : neurone moteur central et
périphérique, motoneurone

NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate

NMIJ : Neuromuscular junction

OPLS-DA : Orthogonal Partial Least Square -
Discriminant Analysis

PBS : Phosphate Buffered Solution

PGC-1la : peroxisome proliferator-activated
receptor y coactivator o

PI3K ; phosphoinositide 3 kinase
PKC : protéine kinase C
PLCy : phospholipase C y

PLS : Partial Least Square

PPAR a, v, B/6 ; peroxisome proliferator-
activated receptor a, v, /0

Ras : Rat sarcoma

ROS : Reactive Oxygen Species

Sirt : Sirtuin

SLA F et S : Sclérose Latérale Amyotrophique
Familiale et Sporadique

SOS : son of sevenless

STAT : Signal transducer and activator of
transcription

TDP-43 : transactive response DNA-binding
protein 43

TGF-p : Transforming growth factor 3
TK : tyrosine kinase
UCP : uncoupling protein

VEGEF : Vascular endothelial growth factor
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INTRODUCTION

Les maladies des motoneurones (MND) sont caractérisées par la dégénérescence
progressive des motoneurones supérieurs et/ou inférieurs associée a une atrophie musculaire,
estimées avec une incidence en Europe de 2,16/100 000 habitants par an (Logroscino et al.,
2010). La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), décrite pour la premicre fois par le Pr
Charcot en 1869 est la plus fréquente de ces MND, les sites d’apparition peuvent étre (i)
spinal, manifesté par une atteinte des membres supérieurs et inférieurs (65% des cas) ou (i1)
bulbaire qui affecte les muscles de la déglutition (30% des cas). Pour la majorité des patients
I’age de début est vers 50 ans et le déces survient 3 & 5 ans apres le diagnostic, avec une
médiane de survie de 36 mois, principalement due a la dénervation et I’atrophie des muscles
respiratoires entrainant une insuffisance respiratoire (Kieman et al., 2011). Le diagnostic de la
SLA est difficile a poser, reposant sur un ensemble d’arguments cliniques et paracliniques et
il n’existe, a ce jour, aucun marqueur diagnostique spécifique de la maladie. Aucun traitement
curatif de la SLA n’est disponible a I’heure actuelle, les seules options pharmacologiques
existantes permettent seulement de prolonger 1’espérance de vie des patients de quelques

mois.

De multiple étiologies ont été évoquées, parmi lesquelles se mélent hypotheses
génétiques et causes environnementales (polluants, virus, métaux lourd, activité physique
intense) (Chio et al., 2013), mais elles ne permettent pas d’expliquer a elles seules le
développement de la pathologie. Dans environ 10 %, les SLA sont familiales (SLAF), avec un
mode de transmission principalement dominant, les 90 % restant sont dit sporadiques, aucune

étiologie ne pouvant étre retrouvée.

Des essais cliniques menés depuis des dizaines d’années ont ciblé les principales voies
physiopathologiques impliqués dans la SLA dont I’inflammation et le métabolisme.
Cependant, les échecs successifs nous conduisent a repenser la stratégie de développement
thérapeutique et 'une des pistes prometteuses serait de cibler plusieurs mécanismes
physiopathologiques de manic¢re concomitante. Afin d’approfondir les mécanismes liés a
I’utilisation de nouvelles thérapeutiques, et notamment d’évaluer les relations entre les
mécanismes physiopathologiques et les échanges inter-organes, nous avons mené une étude
pré-clinique basée sur le modéle murin G93A. L’objectif principal de 1’étude est d’évaluer les

effets d’une thérapeutique ciblant la voie du FGF21 sur un modéle murin de SLA.

Page 15 sur 71



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 La Sclérose Latérale Amyotrophique

1.1.1 Clinique de la SLA

La SLA se caractérise par une atteinte diffuse du neurone moteur central (NMc) et du neurone
moteur périphérique (NMp) lentement évolutive. La diffusion des signes se fait dans quatre

région distinctes, bulbaire, cervicale thoracique et lombaire.

L’atteinte du neurone moteur centrale se manifeste par une raideur, une dyspraxie, une
spasticité, des réflexes ostéotendineux vifs et diffus et éventuellement un signe de Babinski

et/ou Hoffman.

L’atteinte du NMp est caractérisée par la triade déficit moteur, amyotrophie, fasciculations.
Le plus souvent ’atteinte est distale et peut étre asymétrique voir unilatéral (Chio et al.,
2011). Les fasciculations désignent de bréves contractions musculaires et témoignent de
I’hyperexcitabilité de I’ensemble du neurone moteur (axone et fibres musculaires associées).
Elles seraient présentes dans 90 % des cas, représentant donc un élément déterminant du

diagnostic clinique.

L’absence de troubles sensitifs fait également partie intégrante de la définition classique de la

SLA.

La présentation clinique habituelle de la SLA est définie en deux formes, qui dépend du site
de début des signes neurologiques, (i) la forme bulbaire, relative a 1’atteinte des muscles

glosso-labio-pharyngiens, (ii) la forme spinale, relative a ’atteinte motrice d’'un membre.

Forme a début bulbaire

Un début bulbaire est constaté dans 1/3 des cas et sont plus fréquentes chez la femme
(Logroscino et al., 2010). Cette forme associe dysarthrie, dysphagie ainsi qu’un pronostic plus
sombre avec une médiane de survie de 22 mois contre 34 mois dans la forme spinale

(Logroscino et al., 2010).

Forme a début spinale
Elle représente 2/3 des cas de SLA, elle affecte le membre supérieur ou inférieur avec

une fréquence identique et touche plus les hommes que les femmes.
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Autres formes
Une démence de type fronto-temorale est présente dans 3% des cas de SLAS et 15%

de SLAF, ces formes avec démence initiale sont de plus mauvais pronostic (Hodges et al.,
2003)

1.1.2 Diagnostique et évaluation

La fédération mondiale de Neurologie a établi des critéres diagnostiques internationaux
surtout utiles au développement d’études cliniques et d’essais thérapeutiques (Brooks et al.,

2000).

Ces criteres reposent sur la mise en €vidence d’une atteinte d’évolution progressive du NMc

et du NMp dans une des 4 régions anatomiques précitées.
L’ensemble de ces critéres est résumé dans le Tableau 1.

L’¢évaluation de la progression a pour objet d’apprécier 1’état du patient par la mesure de son
autonomie et de sa capacité avec le ALS Functional Rating Score Revisited (ALSFRS-R).
Plus le score est faible, plus le patient est atteint dans les tidches de la vie quotidiennes

(Tableau 2).
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Tableau 1. Critéres diagnostiques de SLA (critéres d’El Escorial révisés).

Signes présents

Signes absents

Atteinte du NMp clinique, EMG ou

anatomopathologique

Atteinte clinique du NMc

Signes clinique ou EMG évoquant d’autres
maladies qui peuvent expliquer les signes

d’atteinte du NMc ou du NMp ou des deux

Diffusion progressive des signes au sein
d’une région ou extension a d’autres

régions

Examen de neuro-imagerie mettant en évidence
des anomalies susceptibles d’expliquer les signes

cliniques et EMG

Niveaux de certitude

Caractéristiques

SLA définie

Signes d’atteinte du NMc et du NMp dans 3
régions spinales ou 2 régions spinales et la

région bulbaire

SLA familiale définie

Signes d’atteinte du NMc et/ou du NMp dans au
moins une région et une mutation SODI causale
chez le patient index ou histoire familiale avec
un individu présentant une mutation SOD1

causale

SLA probable

Signes d’atteinte du NMc et du NMp dans 2
régions au moins avec atteinte du NMc rostrale

par rapport a celle du NMp

SLA probable étayée par des examens

Signes d’atteinte du NMc et du NMp dans 1
région ou du NMc dans 1 région et NMp par

paracliniques

EMG dans au moins 2 membres

Signes d’atteinte du NMc et du NMp dans 1
SLA possible région ou du NMc dans 2 régions ou du NMp

rostrale par rapport a celle du NMc
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Tableau 2, ALS functional rating scale — Revisited (ALSFRS-R). Score (sur 48) qui évalue

1’état de progression de la maladie (Cedarbaum et al., 1999)

4 - normale

3 — perturbations détectables

1 Paroles 2 — intelligible avec répétition
1 - utilise occasionnellement une communication non verbale
0 - perte de la parole
4 — normale
3 — hypersialorrhée discréte avec bavage nocturne
2 Salivation 2 — hypersialorrhée modérée mais permanente
1 — hypersialorrhée génante
0 — bavage continu nécessitant 1’utilisation d’un mouchoir
4 — alimentation normale
3 — quelques fausses routes
3 Déglutition 2 — consistance des aliments modifiée

1 — suppléments alimentaire

0 — alimentation parentérale exclusive

4 —normale

3 — lente et imprécise mais compréhensible
4 Ecriture 2 — tous les mots ne sont pas compréhensibles
1 — tient un stylo mais incapable d’écrire

0 — incapable de tenir un stylo

4 — normale

3 — autonome mais avec efficacité diminuée
5 Hygiéne 2 — assistance occasionnelle ou substitution
1 — assistance d’une tierce personne requise

0 — assistance permanente totale

4 —normale
6a Préparation des 3 — lente et maladroite mais seul
. 2 — aide occasionnelle pour couper les aliments
aliments
1 — les aliments sont préparés mais mange seul
0 — doit étre nourri
4 — utilisation normalement autonome
6b En cas de 3 — maladroit mais toutes les manipulations sont effectuées seul
. 2 — aide nécessaire pour la mise en place
gastrostomie

1 — fourni une aide minime aux soignants

0 — doit étre nourri
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4 — normale

3 — lenteur et maladresse mais autonome

7 Mobilisation au lit 2 — ajuste les draps avec difficulté

1 — peut bouger mais se retourner dans le lit

0 — dépendant

4 —normale

3 — difficultés de déambulation

8 Marche 2 — marche avec assistance

1 — mouvement sans déambulation

0 — pas de mouvement des jambes

4 —normale
3 —lente
9 Montée d’escaliers 2 — fatigue

1 — aide nécessaire

0 — impossible

4 — absente

3 —ala marche

10 Dyspnée 2 — dans une ou plus des situations suivantes : repas, toilette, habillage
1 — au repos, difficultés respiratoires en position assise ou allongée

0 — difficulté importante, envisage 1 utilisation d’un appareil de ventilation
mécanique

4 — absente

3 — quelques difficultés pour dormir la nuit en raison d’un souffle court,
: n’utilise habituellement pas plus de 2 oreillers

11 Orthopnée , , .
2 —besoin de plus de 2 oreillers pour dormir
1 — ne peut dormir qu’assis

0 — ne peut pas dormir

4 — absente

12 Insuffisance 3 — utilisation intermittente d’une assistance ventilatoire
. . 2 — utilisation continue d’une VNI la nuit
respiratoire
1 — utilisation continue d’une VNI jour et nuit

0 — ventilation mécanique invasive par intubation ou trachéotomie
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1.1.3 Hypothéses étiologiques

1.1.3-a Origine génétique

Bien que la physiopathologie de la SLA reste a ce jour méconnue, il est unanimement admis

que I'implication des facteurs génétiques est un des éléments majeurs dans la mort des

motoneurones. Depuis la découverte de mutations du géne codant la superoxyde dismutase de

type 1 (SODI) (Rosen et al. 1993a), le nombre de génes liés a, ou, favorisant la survenant de

la SLA n’a cessé de croitre. Plusieurs genes responsables de la SLA (dans les SLAf) ou

associés a la SLA (dans les SLAs) ont été décrits (Van Damme and Robberecht 2009). En

plus des mutations SODI (Rosen et al. 1993a), des mutations dans le géne codant la protéine
TAR DNA-Binding Protein (TARDBP) (Sreedharan et al. 2008), fused in sarcoma (FUS)
(Kwiatkowski et al. 2009), Ubiquilin2 (UBQLNZ2) (Deng et al. 2011), C9ORF72 (Delesus-

Hernandez et al. 2011) et plusieurs autres sont associé¢es aux phénotypes de la SLA (Corcia et

al. 2014) (Erreur ! Source du renvoi introuvable.).

Tableau 1: Génes impliqués dans la SLA

Gene Locus Référence

Superoxide dismutase 1 (SODI) 21g22.1 (Rosen et al. 1993a)
Paraoxonase (PON) 7921 (Ticozzi et al. 2010)
TAR DNA-binding protein (TARDBP) 1p36.2 (Sreedharan et al. 2008)
Fused in sarcoma (FUS) 16q12 (Vance et al. 2009)
Senataxine (SETX) 9q34 (Avemaria et al. 2011)
Survival motoneuron (SMNI) 5pl2 (Corcia et al. 2002b)
Angiogenin (ANG) 14q11.2 (van Es et al. 2011)
Vasculo endothelial growth factor (VEGF) 6pl2 (Lambrechts et al. 2003)
Vasolin-containing protein (VCP) 9pl3.3 (Johnson et al. 2010)
Ubiquilin 2 (UBQLN?2) Xpll (Millecamps et al. 2012)
Polyphosphoinositide phosphate (F1G4) 6921 (Chow et al. 2009)
Optineurin (OPTN) 10p13 (Millecamps et al. 2011)
Vesicle-associated membrane protein-associated 20q13.3 (Marques et al. 2006)
protein (VAPB)

Alsine 2q33 (Yang et al. 2001)
D-amino acid oxidase (DA40O) 12q24 (Mitchell et al. 2010)
Microtubule-associated protein tau (MAPT) 17921 (Sundar et al. 2007)
Ataxine (ATXN2) 12p24 (Lee et al. 2011)
Chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) 9q21-q22  (Delesus-Hernandez et al. 2011)
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Parmi les génes impliqués dans la SLA, quatre (SODI, TARDBP, FUS, C9ORF72) sont
considérés de maniére unanime comme des facteurs génétiques pathogenes majeurs de la SLA
et sont responsables d’un peu plus de la moiti¢ des formes familiales et environ 5% des
formes sporadiques (Turner et al. 2013b) (Figure 1). Plusieurs critéres doivent au préalable
étre validés pour retenir 1I’implication d’un geéne dans la SLA : la mutation doit co-ségréger
avec la maladie dans les familles et cette mutation ne doit pas étre trouvée chez des sujets

contrdles (Corcia et al. 2014).

SLA SLA
sporadique familiale

[
B SOD1

Bl TDP-43
B FUS

D Unknown
3 C9orf72

Figure 1 : Répartition des principaux génes de causalité liés a la SLA dans la forme
familiale et sporadique (d’apreés Turner et al. 2013, Corcia et al 2014)

Plusieurs génes de susceptibilité ont été identifiés mais leur pathogénése reste mal comprise
(Corcia et al. 2014). Leur présence augmente le risque de développer la maladie (Corcia et al.
2014), comme par exemple le geéne de I’ApoE (Siddique et al. 1998), de la survie des
motoneurones (SMN) (Corcia et al. 2002a), de la paraoxonase (PON) (Ticozzi et al.
2010), du vasculo endothelial growth factor (VEGF) et de I’angiogénine (ANG) (van Es
etal. 2011).

1.1.3-b Facteurs environnementaux

L’observation de foyers dans lesquels I’incidence de la SLA ¢tait anormalement élevée,
notamment sur 1’ile de Guam (Mulder et al., 1987) ont fait suspecter I’intervention de facteurs

toxiques environnementaux.

Les ¢études ¢épidémiologiques et expérimentales ont mis en évidence un rdle de
I'environnement dans la pathogenése de la SLA. Parmi eux, il y a les facteurs liés au mode de
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vie (Fang et al. 2006), les expositions environnementales (métaux lourds, pesticides,
toxines...) (Kamel et al. 2005; Qureshi et al. 2006), professionnelles ou chimiques (Malek et
al. 2012; Sutedja et al. 2009; Vinceti et al. 2010), les agents infectieux (Douville et al. 2011),
les apports nutritionnels (Fitzgerald et al. 2014), le degré d’activité physique (Huisman et al.
2013), et la traumatologie (Peters et al. 2013). A ce jour, aucune association entre un facteur
de risque environnemental et la SLA n’a pu étre démontrée de maniére convaincante et

reproductible (Gil et al. 2007).

Parmi les toxiques les plus décrits comme potentiellement a I’origine de la SLA, le B-N-
méthylamino-L-alanine (BMAA) un acide aminé non protéique produit par des
cyanobactéries, et s’accumulant dans certaines plantes a ét€¢ impliqué comme facteur de risque
de SLA. Il a notamment été mis en évidence dans des graines trés consommeées sur 1’ile de
Guam ou l’incidence de la SLA est anormalement élevée (Bradley et al, 2009).
L’intoxication par le BMAA et la SLA sont associées dans de nombreuses ¢tudes (Caller et

al., 2012 ; Masseret et al., 2013).

L’exposition aux pesticides a aussi été étudiée mais les résultats sont controversés, le petit
nombre de cas exposés et le biais éventuel li¢ a I’interaction avec le travail physique intense
des agriculteurs, autre hypothese étiologique de la SLA, font interpréter les résultats avec

prudence.

Enfin, certaines habitudes de vie pourraient étre des facteurs de risque, tels que le tabagisme

(Wang et al., 2011) ou encore ’activité physique intense (Gotkine et al., 2014).

1.1.4 Mécanismes physiopathologiques

L’étiologie de la SLA reste inconnue a ce jour, Sans répondre a toutes les
interrogations sur la physiopathologie de la maladie, le développement de modéles animaux et
cellulaires ont permis d’avancer dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques
conduisant a la mort des neurones moteurs. Différentes voies cellulaires semblent perturbées
et intriquées (Shaw et al., 2005). Bien que I’implication des autres types cellulaires du
systéme nerveux soit admise, il reste difficile d’établir une chronologie précise responsable de

cette neurodégénérescence.

Les différentes hypothéses physiopathologiques et le role de chaque acteur cellulaire sont

représentés dans la Figure 2.
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Figure 2 : Principaux mécanismes physiopathologiques impliqués dans la mort du
motoneurone. Les astrocytes et la microglie contribuent a la dégénérescence
motoneuronale via D’activation d’une cascade inflammatoire via la production de
cytokines. Une agrégation anormale des protéines, une altération de la métabolisation
des ARN, un stress oxydant, une augmentation de la stimulation au glutamate ou encore
un dysfonctionnement mitochondrial sont également décrits, d’apres Veyrat-Durebex et
al., 2014

1.1.4-a Agrégation protéique

L’accumulation toxique d’agrégats protéiques, a la suite d’'un mauvais repliement de protéines
mutantes conduisant a la formation d’agrégats intracellulaires, est un phénomene fréquent
dans les maladies neurodégénératives, et sont impliqués dans 1’apoptose neuronale. Dans le
cas du géne SODI1, des agrégats sont décrits chez les patients et les modeles animaux
(Watanabe et al., 2001). Leur présence coincide avec I’age d’apparition de la pathologie chez
la souris, mais étant absents avant I’apparition d’une faiblesse musculaire, ils ne semblent pas
étre un ¢lément déclencheur, mais au contraire un mécanisme de protection cellulaire vis-a-vis
de Pactivité enzymatique toxique de la SOD1 (Brown et al., 1998). De nombreuses protéines
interagissent avec mSOD1 incluant le protéasome, 1’ubiquitine ou les membres de la famille

des heat shock protrein (Hsp) (Watanabe et al., 2001)
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Une accumulation de preuves suggere que mSODI1 a une action toxique qui conduit a la
méme évolution indépendamment de la position de la mutation, en déstabilisant la structure
tertiaire de SODI1. Idée qui est appuyée par le fait que les altérations non génétiques
(oxydation) de SOD1 peuvent entrainer un mauvais repliement de celle-ci, et donnent des
propriétés toxiques similaires a celle de mSODI1 (Kabashi et al., 2007). Des agrégats TDP-43
positif sont aussi retrouvés perturbant le role de cette protéine dans la régulation de
I’expression génique au niveau de la transcription et de 1’épissage de I’ARNm (Janssens et al.,

2013).

1.1.4-b Stress oxydant

Un intérét particulier a été porté sur le stress oxydant dans la SLA du fait de la mutation du
gene SODI, qui code une protéine anti-oxydante majeure dans toutes les cellules. En outre,
les analyses du liquide céphalo-rachidien (LCR), des urines, du plasma et des tissus du
systéme nerveux central (SNC) post-mortem des patients SLA, ont montré une élévation des
marqueurs biochimiques de dommages par les radicaux libres ou d’un métabolisme anormal
des radicaux libres (Shibata et al. 2001). Des études faites sur des modeles animaux et
cellulaires de la SLA ont montré des dommages oxydatifs (Kiskinis et al. 2014 ; Parakh et al.
2013). L’une des plus importantes conséquences du stress oxydatif est I’oxydation des ARNm
principalement dans les motoneurones et les astrocytes a des stades précoces et pré-
symptomatiques de la maladie. Certains ARNms paraitraient plus sensibles a 1’oxydation,
comme les ARNm impliqués dans la chaine de transport des électrons mitochondriaux, la
biosynthese protéique, la myélinisation et les voies du cycle de Krebs et de la glycolyse
(Mancuso and Navarro 2015). Cependant les mécanismes pathogéniques a 1’origine de

I’augmentation de 1’oxydation dans la SLA sont trés peu connus.

Par ailleurs, plusieurs ¢études ont montré que le stress oxydatif interagit avec d’autres
mécanismes physiopathologiques qui participent a la dégénérescence des motoneurones, tels
que I’excitotoxicité au glutamate, le dysfonctionnement mitochondriale, I’agrégation des

protéines et les altérations de signalisation dans les astrocytes et la microglie.

1.1.4-c Pathologie mitochondriale

Les premicres études réalisées sur les tissus des patients atteints de la SLA avaient montré des
anomalies structurelles et morphologiques dans les mitochondries au niveau des muscles, du
foie, de la moelle épiniére et du cortex moteur (Hirano et al. 1984 ; Sasaki and Iwata 1999).

Cela parait évident par la fréquence ¢levée des mutations de 'ADN mitochondrial identifiées
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dans les tissus du cortex moteur et de la diminution de I'ADN mitochondrial dans le muscle et
la moelle épinicre dans des cas de SLAs (Wiedemann et al. 2002). Il a également été rapporté
une diminution des copies d’ADN mitochondriaux (ADNmt) et une augmentation du nombre
des mutations d’ADNmt, une dérégulation du métabolisme calcique intracellulaire (Zhou et
al. 2010) et du transport axonal mitochondrial (Perlson et al. 2010) dans la SLA. Cette
dysfonction mitochondriale semble étre multifactorielle (Tan et al. 2014). L’agrégation de la
SOD1 mutée dans les mitochondries est une caractéristique commune dans la SLA. Le
consensus de la localisation mitochondriale est que la SODI1 sauvage soit dans l'espace
intermembranaire, cependant lorsque la SOD1 est mutée, elle s’accumule au niveau de la
membrane externe (Pasinelli et al. 2004) et dans la matrice mitochondriale. Il a ét¢ montré
que leur présence provoque un changement dans I'état redox des mitochondries et entraine un
dysfonctionnement des complexes respiratoires (Ferri et al. 2006). Cela suggere une forte
association entre le dysfonctionnement mitochondriale induit par la SOD1 mutée et la
pathogenese de la SLA. L'une des hypothéses de I’'implication de la SOD1 mutée dans le
mécanisme de dysfonctionnement mitochondrial dans la SLA est que la SODI mutée
interagirait avec la protéine Bcl-2 (Pasinelli et al. 2004), qui elle pourrait déclencher, dans une
certaine mesure, la toxicité mitochondriale induite par la SOD1 mutée. En interagissant avec
SODI1, Bcl-2 est convertie en une protéine toxique via un réarrangement structural qui expose
son domaine toxique BH3 (Pedrini et al. 2010). La formation de ce complexe toxique avec
Bcel-2 est I'événement majeur dans le dysfonctionnement mitochondrial induit par SODI
mutée. Il a ét¢ montré dans les cellules et souris transgéniques SODI1 que ’exposition du
domaine BH3 modifie ’interaction entre Bcl-2 et le canal sélectif des anions voltage-
dépendant (VDACI, porine mitochondriale localisée au niveau de la membrane externe
mitochondriale) réduisant ainsi la perméabilit¢ de la membrane mitochondriale externe
(Figure 3). La protéine VDACI régule la respiration mitochondriale et le flux ATP de la
membrane externe vers le cytosol et I’ADP dans les mitochondries pour la phosphorylation
oxydative. Dans les motoneurones, le complexe SOD1 mutée/Bcl-2 entraine une
augmentation de la concentration calcique et de la production des ROS, une hyperpolarisation
mitochondriale et inhibe la perméabilit¢é mitochondriale a I'ADP conduisant ainsi a la mort

cellulaire (Tan et al. 2013).
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Figure 3 : Impact du complexe SOD muté/Bcl-2, d’aprés Tan et al. 2014

Le canal VDAC participe activement au couplage calcique mitochondrie-réticulum
endoplasmique (RE). Il est capable d’interagir avec le récepteur de 1’inositol triphosphate
(IP3) du réticulum endoplasmique (ER) ainsi qu’avec d’autres protéines chaperonnes pour
former un complexe de jonction entre ces deux organelles facilitant ainsi le transfert direct et

local du calcium (Figure 3).

D'autres études ont mis en évidence une altération de la bioénergétique mitochondriale
comme mécanisme mitochondrial conduisant a la mort cellulaire dans la SLA, nous pouvons
citer la déficience du complexe I et la diminution du rapport ATP / ADP (Ghiasi et al. 2012).
En outre, la suppression de VDACI1 dans les souris exprimant la mutation SODI, accéleére
I’apparition de la maladie (Israelson et al. 2010), ceci suggére que la bioénergétique

mitochondriale est essentielle pour la survie des motoneurones.

Cependant le dommage mitochondrial n’est pas exclusif aux mutations SODI1. D'autres
protéines, telles que la TDP-43 ou la FUS mutée, peuvent aussi provoquer un
dysfonctionnement mitochondrial en altérant l'expression des protéines mitochondriales
impliquées dans le métabolisme énergétique (Cozzolino et al. 2013 ; Turner et al. 2013a).
Toutefois, il est a noter que certaines de ces anomalies décrites pourraient étre la conséquence

de la SLA, et non la cause.

1.1.4-d Excitotoxicité liée au glutamate

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus important du systéme nerveux
centrale (SNC), les synapses cérébrales étant a 80-90 % glutamatergique. Les cellules post-
synaptiques possedent trois types de récepteurs ionotropiques au glutamate (NMDA, AMPA

et kainate) ainsi que trois types de récepteurs métabotropiques au glutamate (I, II et III). La
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neurotoxicité du glutamate est connue depuis les années 1970, pouvant induire une
neurodégénérescence. Depuis, de nombreuses conditions pathologiques ont ét¢ mises en lien
avec I’excitotoxicité liée au glutamate dont 1’épilepsie et diverses maladies
neurodégénératives incluant la SLA. La premicére association entre SLA et I’excitotoxicité liée
au glutamate met en évidence une augmentation du glutamate dans le liquide cérébrospinal

(LCS) de 18 patients SLA (Rothstein et al., 1990).

Cet effet neurotoxique est expliqué par I’entrée de Ca’* qui est délétére a forte concentration
pour la cellule. Cette théorie suppose que le glutamate est trouvé en exces dans la fente

synaptique, ce qui conduit a une surstimulation des récepteurs au glutamate post-synaptique

(AMPAR et NMDAR).

La raison de cet exces de glutamate est en lien avec les astrocytes, qui sont responsables de la
clairance via D’action de transporteur du glutamate. L’absence de ces transporteurs, et
particulierement EAAT2, conduit a la neurodégénérescence (Rothstein et al., 1996). Les
patients atteints de SLA présentent une diminution de EAAT2 par rapport aux témoins sains,
(Rothstein et al., 1995). La surexpression de EAAT2 dans les mode¢les transgéniques SODI1
murins diminue la mort des motoneurones mais ne retarde pas [’apparition de la

symptomatologie et n’augmente pas I’espérance de vie (Guo et al., 2003).

Actuellement, la thérapeutique majeure utilisée pour les patients atteints de SLA est le
Riluzole. Le Riluzole cible 1’excitotoxicité liée au glutamate et bien qu’il soit efficace sur les
modeles transgéniques (Gurney et al., 1996), son action chez ’homme reste limitée (Miller et

al., 2012).

1.1.5 Neuroinflammation

Bien que la SLA n’apparaisse pas résulter d'un déréglement ou d’une anomalie du systéme
immunitaire, les mécanismes inflammatoires et la réactivit¢ immunitaire jouent un role dans
la pathogenese de la SLA (Philips and Robberecht 2011). Le LCR et le plasma de patients
SLA contiennent des concentrations plus élevées de cytokines proinflammatoires et
chimiokines telles que 1'L-6 (interleukine-6), le TNF-o (tumor necrosis factor a), le MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1), le MCSF (monocyte colony-stimulating factor), le

TGF-p (transforming growth factor ) (Puentes et al. 2016).

La mort des motoneurones dans la SLA est accompagnée par une réponse neuro-
inflammatoire marquée par l'activation de la microglie, des astrocytes et des lymphocytes T

localisés au niveau des régions touchées dans le SNC (Kawamata et al. 1992). Cette activation
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est suivie par la sécrétion des marqueurs d’inflammation tels que les especes réactives de
I'oxygene (ROS), de I’oxyde nitrique (NO), de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), des molécules
pro-inflammatoires (prostaglandines, TNF- a, IL-1 B et IL-6) et du glutamate (Frakes et al.
2014; Puentes et al. 2016). Par ailleurs, le niveau d'expression de la COX-2, une enzyme
impliquée dans la synthése des prostaglandines inflammatoires, est plus élevé dans la moelle
épiniere de patients SLA et de modeles murins de la pathologie (Almer et al. 2001). Plusieurs
autres facteurs sont également impliqués dans les interactions cellules gliales-motoneurones,
il s’agit notamment des facteurs neurotrophiques (NT) tels que le facteur de croissance
transformant béta (TGF-B), bFGF, le NT issus du cerveau (BDNF), le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) et le facteur de croissance des nerfs (NGF) (Moisse and

Strong 2006) (Figure 4-A).

A B

C' factors, CD4+, COB+, Th1, Th17
cell response, IL-558,13,17,18,23

Fiy, TNFo 4
“—l_’
@
dd TLR.CD&D" - Mg

PIXT

TLR-249,CD14
5) Mac1, RAGE

@A 0" iINOS, ROS, NADPH oxidase
4 B Cox2, IL-1B, IL-6, TNFa.
- v Inflammasome-Caspase |

Pathogenic

Glufamale

oraboiyed

(]
Apuptosns}m TLR, CD40
NADPH oxidase, Cox2, IL-1, ! * -
IL-6, ROS, NO, PGE FGF-1 ' MCP-1
—t2l g "}. IL-6, TNF-a. FGF-1
NGF » » Autoantibodies
I8 @& TLR-24,CD14, TLR, CDdﬂg;p
A o VRAGE
Mg i Mg
T ‘ i \"] Neurotrophic factors + -
g 4 A 1) Plasminogen, TGF-B, NT3, 4, NGF Th2, Tregs: Foxp3 4 3
y 9 : i
% BOFN, bFGF, IGF-1, progranulin IL-10, TGF @, IL-4 IGF-1, NTFs, IL-10 %
D Q
o TLR, CD40 ®
IGF-1, VEGF # =

Glutamate transporters
Glutathione ¥

Muscle fibres

Figure 4 : Mécanisme de modulation de la réponse neuroinflammatoire par les cellules
gliales dans la SLA. A- par activation des cellules gliales, B- par infiltration des cellules
immunitaires. Mg, microglie ; Ast, astrocytes ; NMJ, jonction neuromusculaire, d’aprés
Puentes et al., 2016
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Plusieurs études ont rapporté chez des modéles murins SODI une augmentation de
I’expression de facteurs pro-inflammatoires avant 1’apparition de la maladie, avec une
activation microgliale soutenue tout au long de la phase active de la progression de la
maladie. Par exemple, 'expression de TGF-f et de MCSF est augmentée dans les souris
durant la phase pré-symptomatique, tandis que l'expression de TNF-a augmente bien avant le

début des déficits moteurs (Cozzolino et al. 2008).

Outre I’activation des cellules gliales, I’infiltration des cellules immunitaires dans le SNC est
I’une des caractéristiques de la SLA et le role des cellules T dans la progression de la maladie
a été clairement établi. En effet, les cellules T sont associées a la mort des motoneurones et le
nombre des cellules T cytotoxiques CD8+ et les cellules NK (Natural Killer) corréle avec la
progression de la maladie. 4 priori les cellules T semblent jouer un role protecteur, Beers et
ses collaborateurs avaient montré que les cellules T CD4+ renforgaient la neuroprotection
médiée par les cellules gliales et permettaient ainsi de ralentir la progression de la maladie
dans les modeles murins (Beers et al. 2008). Comme le montre la figure 4-B, I’expression de
la protéine CD40 dans les cellules gliales semble étre un élément clé de reconnaissance pour
les cellules T. Les microglies activées peuvent d’avantage renforcer les réponses pro-
inflammatoires (sécrétion de TNF-a, IL-6 et IL-1B...). La protéine MCP-1 secrété par les

astrocytes favorise I’infiltration des microglies et des macrophages dans les tissus atteints.

Les cellules gliales peuvent ¢galement exercer un réle protecteur dans la pathophysiologie de
la SLA. Les cellules microgliales sécrétent des facteurs anti-inflammatoires (IL-4, IL-10) et
aussi des facteurs de croissance (Beers et al. 2011). L’augmentation de taux des cellules
régulatrices T FoxP3+ et la production de TGF-b et IL-4 protégeraient les motoneurones et
seraient associées au ralentissement de la progression de la SLA (Henkel et al. 2013). Les
astrocytes jouent un role protecteur en sécrétant des facteurs de croissance, en régulant
I’expression du transporteur au glutamate GLT1 et en augmentant la sécrétion du glutathion

qui protégerait les motoneurones du stress oxydatif (Vargas and Johnson 2010).
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1.1.6 Altérations métaboliques de la SLA

Depuis plusieurs années, un dysfonctionnement du métabolisme est mis en évidence
dans la SLA. Plusieurs ¢tudes ont montré que les patients SLA présentent une altération de
I’homéostasie énergétique qui influence négativement la survie des patients (Desport et al.,
2001 ; Dupuis et al., 2004 ; Dupuis et al., 2011). Altérations également retrouvées sur les
modeles murins de SLA qui présentent un hypermétabolisme et une altération du métabolisme

glucido-lipidique (Dupuis et al., 2004 ; Dupuis et al., 2011).

Dans la population générale, 1’équilibre entre les dépenses énergétiques et les besoins est
assuré par 1’alimentation. Chez les patients SLA une prévalence élevée d’hypermétabolisme
est retrouvée (Desport et al., 2005). La balance énergétique est altérée, accompagnée
généralement d’une dyslipidémie, un IMC faible et une augmentation de la dépense
énergétique de repos (DER) (Dupuis et al., 2011). Altérations qui sont également retrouvées
dans les modéles murins de SLA (Fergani et al., 2007). La correction de ce déficit énergétique
par un régime riche en graisse semble étre bénéfique avec une augmentation de la survie et
une diminution de la mort des neurones moteurs, alors que la restriction calorique aggrave la
pathologie et réduit la survie (Patel et al., 2010). Cet hypermétabolisme basal semble étre un

évenement précoce dans la SLA.

Il existe également une altération du métabolisme du glucose et un défaut dans la f-oxydation
des acides gras chez les patients SLA (Pradat et al., 2010). Des études rétrospectives mettent
¢galement en évidence une association entre le diabéte et I’apparition de la SLA (Matiosa et
al., 2015), l’altération du métabolisme du glucose pouvant jouer un rdle clé¢ dans le

déséquilibre énergétique.

Le métabolisme lipidique est ¢&galement perturbé; il a ¢été rapporté qu’une
hypercholestérolémie est présente au diagnostic chez prés de 70 % des patients avec SLA
sporadique (Patin et al., 2015), une augmentation du cholestérol, du LDL, des triglycérides et
du ratio LDL/HDL (Dupuis et al., 2008).

Cependant les causes exactes des troubles du métabolisme énergétique dans la SLA restent

encore difficiles a déterminer.

1.1.7 Lien inflammation et métabolisme énergétique

Le systéme NF-kB joue un rdle essentiel dans la régulation des réponses immunitaires
innées dans les tissus de 1'hote. 11 existe de nombreuses preuves indiquant que la signalisation

NF-kB peut également controler les changements métaboliques énergétiques en coordination
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avec SIRT1, un régulateur majeur du métabolisme énergétique et de la survie cellulaire. Ces 2
acteurs ont des profils d’actions antagonistes, c'est-a-dire que NF-xB conduit a un phénotype
pro-inflammatoire avec métabolisme glycolytique, tandis que SIRT1 favorise la respiration
oxydative et les réponses anti-inflammatoires. L’interdépendance des mécanismes impliqués
dans le métabolisme énergétique et 1’inflammation est donc a prendre en compte dans une

maladie comme la SLA ou ces 2 mécanismes coexistent.

2.1 Fibroblast Growth Factor

2.1.1 Caractéristiques générales

La famille des Fibroblast Growth Factors (FGFs) regroupe des génes conservés depuis
les invertébreés, et exprimés chez tous les organismes pluricellulaires. Les premiers a avoir été
identifiés sont les FGF1 et FGF2, purifiés a partir d’extraits de glandes pituitaires et montrant
des propriétés mitogéniques (Gospodarowicz et al., 1974). Chez les mammiferes, cette famille
comprend désormais 22 membres appelés FGF1-23 (le FGF19 humain étant 1’orthologue du
Fgf15 murin) (Ornitz et al., 2008). IIs posseédent des activités biologiques variées, impliquées

dans des processus développementaux ou métaboliques.

Les FGFs agissent pour la plupart via leurs récepteurs (FGFRs), selon la combinaison ligand-
récepteur, différentes voies de signalisation seront activées et interviendront dans une
multitude de processus. De nombreuses pathologies sont associées des mutations des FGFs ou
de leurs récepteurs et sont souvent associés a plusieurs types de cancer ou a des défauts de

développement (Ornitz et al., 2015)

2.1.2 Structures

Les FGFs sont de petites protéines de 150 a 300 acides aminés, partageant un domaine
central commun de 120 acides aminés qui présentent de 30 a 60 % d’identité (Ornitz et al.,
2004). Chez les mammiferes, des analyses phylogénétiques ont montré que les 22 geénes FGF
pouvaient étre regroupés en 7 sous-familles contenant chacune de 2 a 4 membres. Ces sous
familles sont regroupées selon leur mode d’action : intracrine, paracrine ou endocrine (Figure

5) (Itoh et Ornitz, 2011).
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Figure 5 : Relations évolutives au sein de la famille des génes Fgfs humains, d’apres Itoh
et Ornitz 2011.

2.1.3 Mécanisme d’action

2.1.3-a Les récepteurs aux FGFs

I existe deux types de récepteurs aux FGFs, de haute affinit¢ (FGFRs) ou de faible
affinit¢ que sont les HSPGs. Les FGFs peuvent, grace a leur domaine de liaison a I’héparine,
se lier aux HSPGs indépendamment des FGFRs ou bien les utiliser comme co-récepteurs pour

faciliter leur liaison aux FGFRs.

2.1.3-b Récepteur a haute affinité¢ (FGFRs)

Quatre geénes Fgfr ont été identifiés chez les mammiferes : les FGFRI-4 (Oritz et al., 2004),

ils sont les acteurs majeurs de la signalisation des FGFs sécrétés

Les FGFRs sont des récepteurs transmembranaires a domaine tyrosine kinase (TK)

contenant :
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- De deux a trois domaines immunoglobuline like (I, II et III)

La boucle II contient le domaine de liaison a 1’héparine. Par épissage alternatif, les Fgfrl-3
codent pour deux versions de la partie C-terminale du domaine immunoglobulin-like IIT (I1Ib
et IlIc). Ce domaine est nécessaire pour la spécificité de I’interaction ligand-récepteur (Miki
et al., 1992). Ce qui donne 7 formes de FGFRs générées a partir de ces 4 génes (FGFRs 1b,
Ic, 2b, 2c, 3b, 3c, et 4) qui ont chacune des affinités différentes pour les FGFs.

- Un domaine transmembranaire
- Un domaine TK intracellulaire bipartite.

Le domaine TK est interrompu par un insert, séparant TK1 et TK2. Sept sites
d’autophosphorylation y sont décrits et peuvent servir de sites d’amarrage pour des messagers
intracellulaires possédant des domaines SH2 (Src homology 2) (Wesche et al., 2011). La
tyrosine 766 du FGFRI, trés conservée parmi les quatre FGFRs, localisée a I’extrémité C-
terminale du récepteur est requise pour la transduction du signal via son interaction avec la

phospholipase C y (PLCy).

2.1.3-c Signalisations induites par les FGFRs

La dimérisation du complexe ternaire FGF/FGFR/HSPG induit une modification de la
conformation du FGFR qui conduit a la transactivation par phosphorylation du domaine TK

intracellulaire (Figure 6).
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Figure 6 : la dimérisation du FGFR1 conduit a la phosphorylation séquentielle des
résidus tyrosine (1P-6P), augmentant ainsi son activité, d’apreés Ornitz et al., 2015.
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Les activités biologiques induites dépendront du type de FGF et de FGFR, deux
substrats permettent la transduction du signal : la PLCy et le FGFR substrate 2 (FRS2).

La protéine FRS2 est liée au domaine cytosolique du FGFR de maniére constitutive et est
phosphorylée lors de 1’activation du récepteur. Suite a cela elle peut s’associer a la protéine
Growth Factor Receptor-Bound 2 (GRB2), qui permet ensuite 1’activation des voies de
signalisation Ras (Rat sarcoma)/MAPK (Mitogen Associated Protein Kinase) et PI3K
(phosphoinositide 3-kinase)/Akt/mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) (Wesche et al.,
2011)

A T’inverse, la PLCy se lie a la phosphotyrosine 766 du FGFR activé, et active la protéine
kinase C (PKC) (Mohammadi et al., 1991).

Ras/MAPK

La formation du complexe FRS2-GRB2 recrute le facteur d’échange nucléotidique
Son Of Sevenless (SOS) qui permet I’activation de la GTPase Ras et donc de la cascade
MAPKs. Cette voie joue un role dans la prolifération cellulaire, I’invasion tumorale et

métastatique ainsi que la différenciation (Raju et al., 2014).

PI3K/Akt/mTOR
La protéine GABI (GRB2-associated-binding protein 1) recrutée par le complexe
FRS2 entraine I’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR, qui régule de nombreux processus

comme la croissance, la prolifération ou la migration cellulaire (Wesche et al., 2011).

PLCy/PKC

Contrairement aux deux voies précédemment décrites, I’activation de la PLCy/PKC est
indépendante du complexe FRS2. La PLCy se lie a la phosphotyrosine 766 de I’extrémité C-
terminale du FGFR activé et hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) pour
produire du diacylglycérol (DAG) et de I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Ce qui entraine une
libération d’ions Ca?" et D’activation de la PKC (Ornitz et al., 2015). Cette voie de
signalisation intervient dans un grand nombre de mécanismes, dont la prolifération et la

différenciation cellulaire (Choi et al., 2007).

Toutes ces voies (Figure 7) peuvent interagir entre elles, Raf peut étre phosphorylé par la

PKC activée, ce qui renforcera la voie Ras/MAPK (Sozeri et al., 1992).
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Figure 7 : Voies de signalisation des FGFs, d’apres Ornitz et al., 2015.

2.1.3-d Récepteurs a basse affinité (HSPG)

Les HSPGs (Héparanes Sulfates Protéoglycanes) sont les récepteurs/co-récepteurs les plus
décrits des FGFs. Ce sont des glycoprotéines contenant une ou plusieurs chaines d’héparanes
sulfate, un type de glycosaminoglycane (GAG). Ils interagissent avec les FGFs grace a leur

charge négative permettant des interactions électrostatiques (Wesche et al., 2011).

2.14 Roles physiologiques et pathologiques des FGFs

Les FGFs et leurs récepteurs régulent une grande diversité de processus au cours du
développement, comme 1’¢tablissement de 1’axe dorso-ventral, 1’ostéogenése ou encore la

différenciation neuronale.

I1 est a noter que la perte de fonction totale de certains FGFs ou FGFRs conduit a des défauts
majeurs du développement, comme le FGFR1. Il existe cependant des effets de redondance,

comme entre les FGFs 9 et 20, ou le FGFR4 et 1 (Ornitz et al., 2015).

Du fait de la grande diversité d’action des FGFs et de leurs récepteurs, ils sont associés a de

nombreuses pathologies humaines. Les mutations gain de fonction des FGFRs conduisent a

Page 36 sur 71



leur activation constitutive, responsables du syndrome de Kallmann qui entraine des défauts
squelettiques (fusion précoce des soudures craniennes), impliquant les FGFRs 1 et 2 (Kan et

al., 2002), ou encore le FGFR3 dans le syndrome de Muenke (Muenke et al., 1997).

La surexpression des FGFs, ainsi que les mutations gain de fonction des FGFRs ont été
associées dans un grand nombre d’études a différents types de cancers, ce qui a suscité le

lancement de nombreux essais cliniques visant a antagoniser leurs effets (Brooks et al., 2012).

2.1.5 Fibroblast Growth Factor 21

Défini comme une hormone pléiotrope, le FGF21 est une protéine de 209 acides aminés pour
environ 20 kDa (Figure 8), il est exprimé dans de nombreux tissus incluant le foie, le
pancréas, le thymus, les testicules, le muscle squelettique, le tissu adipeux blanc (WAT), le
tissu adipeux brun (BAT), le cceur et le cerveau. Le FGFR1c a été mis en évidence comme le
médiateur principal de ’action in vivo du FGF21 via sa dimérisation avec le corécepteur 3-
Klotho (KLB). La co-expression de ces deux récepteurs détermine la sensibilité d’un tissu ou

d’un organe a la voie du FGF21.

Figure 8 —Structure protéique du FGF21 (Kharitonenkov et al. 2005), la liaison directe
entre le FGF21 etle dimére FGFR / -klotho conduit a i) la phosphorylation de cibles en
aval, dont le substrat FGFR 2 (FRS2), la protéine kinase B (Akt), la sirtuine 1 (Sirtl), la
glycogéne synthase kinase 3 (GSK3), Raf, et le transducteur de signal et activateur de la
transcription 3 (STAT3), ii) ’augmentation rapide du calcium intracellulaire, ce qui
induit 1'expression des génes cibles impliqués dans le métabolisme du glucose et des
lipides (d’aprés Ornitz et al., 2015).
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2.1.6 Role dans le métabolisme

Le FGF21 est un régulateur majeur dans les situations de stress métaboliques, incluant le
jetine, la suralimentation et I'exposition au froid. Son expression est fortement induite par le
récepteur o du peroxysome activé par les proliférateurs (PPARa) dans le foie pendant le
jeline, favorisant ainsi la néoglucogeneése hépatique via un axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (Liang et al., 2014). Dans les adipocytes, FGF21 forme une boucle régulatrice
avec PPARYy, un régulateur clé de I'adipogénése. Le FGF21 augmente 1'absorption du glucose
en modulant I'expression du transporteur de glucose 1 (GLUT1) via les actions synergiques
du facteur de réponse sérique (SRF) et de la protéine Ets-like 1 (Elk-1) (Ge et al., 2011). En
outre, il augmente directement l'expression et la sécrétion de l'adiponectine, une puissante
adipokine sensibilisante a l'insuline. FGF21 est également acteur de la thermogenése par
I’intermédiaire de la régulation de PPARy coactivateur 1o (PGC-1a) (Cuevas-Ramos et al,

2012).

De nombreuses ¢tudes montrent son intérét dans la prise en charge de I’insulino-résistance et
de I’obésité (Xu et al., 2009). Paradoxalement 1’augmentation de ces concentrations est
associée a D’obésit¢ et au risque de diabéte, laissant penser a des phénoménes
d’insulinorésistance (Chen et al., 2008). Il semble de plus étre un marqueur des myopathies en

lien avec une souffrance mitochondriale. (Suomalainen et al, 2011)
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Figure 9 : schéma récapitulatif des effets métaboliques du FGF21, d’aprés Gimeno and
Moller, 2014.
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2.1.7 Role dans I’ inflammation

En plus de son action sur le métabolisme, un nombre croissant d’études mettent en évidence
le r6le du FGF21 dans la régulation de I’inflammation de bas grade liée a 1’obésité, que ce soit
par la diminution de la production de TNFa ou de I’interleukine-6 (Wang et al., 2015), en
agissant sur SIRT1 et NF-kB (Zhang et al, 2018) (Figure 10), il diminuerait ainsi les réactions

inflammatoires locales et systémiques

i X

FGF21 |=p| SIRT1 | | NF-kB
\, /
l Glycolyse l

Métabolisme oxydatif

Figure 10 : Présentation schématique de I’action du FGF21 sur les effets antagonistes de
NF-kB et SIRT1 dans la régulation de I’inflammation et des réponses métaboliques.

De plus il posséde des propriétés neuroprotectrices en limitant 1’excitotoxicité induite par le
glutamate (Leng et al, 2014), tout en favorisant la remy¢linisation au sein du systéme nerveux
central via la prolifération des précurseurs des oligodendrocytes (Kuroda et al, 2017). Par
ailleurs, une étude pilote testant 1’association du lithium et de 1’acide valproique chez des
patients SLA (Boll et al, 2014), a révélé des effets neuroprotecteurs passant par I’induction du

FGF21 (Leng et al, 2014).
2.2 Méthodologie générale

Basés sur les arguments précédents, la modulation de la voie du FGF21 pourrait
interférer avec des mécanismes clés de la physiopathologie de la SLA (figure 11), nous avons

choisi d’explorer cette voie par une thérapeutique spécifique.
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Figure 11 : Mécanismes physiopathologiques impliqués dans la SLA ciblés par le FGF21

Nous prévoyons d’évaluer I’efficacité thérapeutique de ce traitement avec comme
critere de jugement principal le phénotype clinique, via le test du rotarod, 1’évaluation de la
masse musculaire ainsi que la perte de poids. Nous évaluons également les effets biologiques

de cette thérapeutique, notamment les acteurs du métabolisme énergétique et sa régulation.

MATERIELS ET METHODES

3.1 Choix de la thérapeutique

Pour ce projet nous souhaitions activer la voie du FGF21 et un certain nombre d'études
animales et humaines (Wu et al., 2011) ont montré une efficacité supérieure des mimétiques
du FGF21 par rapport au FGF21 natif en termes de demi-vie et de résistance a l'agrégation et
a la dégradation in vivo. Les mimétiques du FGF21 peuvent étre classés en analogues du
FGF21 et en anticorps activateurs ciblant FGFR/B-klotho. Les critéres de choix étant la
proximité d’action par rapport a la molécule initial, sa demi-vie, ainsi qu’une documentation

de son efficacité.

Le RIMADb (anticorps monoclonal anti-FGFR1), anticorps monoclonal agoniste dérivé de
phages spécifique de FGFR1 avec une affinit¢ de ’ordre du nanomolaire a été le premier
mimétique FGF21 identifié possédant des propriétés hypolipémiantes chez la souris (Wu et
al., 2011). L'administration de RIMADb a des souris db/db génétiquement diabétiques a
provoqué une réduction significative du cholestérol hépatique et des triglycérides, ainsi que

du cholestérol sérique et des acides gras non estérifiés. Les effets bénéfiques conférés par le
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R1MAD étaient similaires a ceux du FGF21 natif. De plus, une seule injection de cet anticorps

monoclonal a montré une activité pendant plus de 30 jours.

Veniant et al. (Veniant et al., 2012) ont généré un FGF21 a action prolongée, en fusionnant un
motif Fc & un FGF21 humain recombinant contenant deux mutations structurellement
stabilisantes. Chez les souris obeses, le Fc-FGF21 (RG) a montré des propriétés
pharmacocinétiques nettement améliorées par rapport au FGF21. Ses effets sur le cholestérol
et les triglycérides sériques, administrés a 2,3 mg / kg tous les 5 jours, étaient comparables a
ceux du FGF21 humain recombinant (hrFGF21) administré deux fois par jour a raison de 1,0
mg / kg. En outre, le Fc-FGF21 (RG) réduit significativement les triglycérides sériques chez

les singes rhésus a jeun ou nourris

LY2405319 est un FGF21 a longue durée d'action qui posséde une liaison disulfure
stabilisante supplémentaire protégeant de la protéolyse I'extrémité N-terminale (Adams et al.,
2013). Les propriétés hypolipémiantes de LY2405319 ont été¢ étudiées de maniére plus
approfondie chez les singes rhésus diabétiques et chez les humains. L'administration
quotidienne a raison de 3 mg / kg était suffisante pour une amélioration significative des
concentrations de lipides circulants chez les singes rhésus dés 2 semaines de traitement. Les
taux de triglycérides, de cholestérol total et de VLDL-C étaient nettement réduits, tandis que
ceux de HDL-C étaient significativement plus ¢levés. LDL-C a été modestement réduit par le

traitement LY2405319 (Adams et al., 2013).

Le mimétisme du FGF21 a partir d'anticorps est une option prometteuse pour le traitement a
long terme des désordres métabolique. Devant la liste des thérapeutiques mises a dispositions
pour cibler la voie du FGF-21, nous avons décidé d’utiliser le RIMab1 de Genentech (San
Francisco, USA) anticorps monoclonal dirigé contre le FGFR1b et FGFRIc, est le seul
incluant un effet au niveau hépatique et sur les acides gras libres (NEFA) en plus de présenter

I’avantage d’une demi vie prolongée.

L’anticorps est injecté a la dose de 3 mg/kg (soit environ 0,075 mg par dose), 1 fois toutes les

4 semaines, en intrapéritonéal.

Un résumé des différents mimétiques du FGF21 est présenté tableau I avec les modifications

du FGF21 et les résultats sur sa pharmacocinétique.
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Tableau 4 : Sélection de mimétique du FGF21 avec leurs propriétés hypolipémiantes connues.

mAb, monoclonal antibody:; TC, total cholesterol: TG, triglyceride; NEFA, non-esterified

fatty acid; DIO. diet-induced obesity: HPIP. histidine-prolineisoleucine- proline.

|N0m ||FabricantsHModiﬁcation structurelle” Effet hypolipémiant || Reference |
R1IMAb Genentech [mAb agoniste ciblant | TC & TG Hépatique ;|| Wuetal 2011
FGFR1b/c , B-Klotho | sérum TC & NEFA (db/db
indépendant souris)
Fc- Amgen L98R (| agrégation) | sérum TC & TG (DIO|| Veniant et al.,
FGF21(RG) P171G (| protéolyse) souris) 2012
Fusion a un Fc (1 demi- | sérum TG (DIO singe) a
vie) jeun
LY2405319|Lilly L118C, A134C (pont | sérum TG, TC & VLDL-C
disulfure) 1 sérum HDL-C (singe rhésus
diabétique) Adams et al.,
HPIP délétion (| | Sérum TG, TC, LDL-C &|2013
protéolyse) VLDL-C
1 sérum HDL-C (humains)
3.2 Animaux
3.2.1 Lignée B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J

Pour cette étude, des souris transgéniques males de la lignée B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J
ont ¢été achetées au laboratoire Charle Rivers® (Wilmington, Etats-Unis). Les souris
hémizygotes issues de cette lignée, notées SOD1%%*A ont une médiane de survie de 157+9,3
jours et un phénotype évoquant la maladie chez I’homme, avec une paralysie progressive
affectant d’abord les membres inférieurs. On consideére que les premiers signes de la maladie
apparaissent dans ce modéle aux environs de la 10°™ semaine (Wooley et al., 2005). Les
souris ont été réceptionnées a 1’Age de 6 semaines, et le traitement a débuté a la 12°™ semaine
de vie et toute les 4 semaines, jusqu’a leur sacrifice. Les souris sont surveillées pendant 1h
apres chaque injection.

3.2.2 Ethique

Conformément a la législation en vigueur, relative aux animaux utilisés a des fins
scientifiques, une demande d’autorisation de projet a ét¢ déposée aupres du Ministére de
I’Enseignement Supérieur et de la Recherche, et a recu un avis favorable du comité d’éthique
Val de Loire. Par ailleurs, I’utilisation d’animaux transgénique de classe de confinement I a
¢galement fait I’objet d’un signalement aupres du Ministére de 1’Enseignement Supérieur et

de la Recherche.
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3.2.3 Schéma expérimental

Pour ce projet, 48 souris ont été réparti en 4 groupes. Vingt-quatre transgéniques (Tg) et 24
souris non transgéniques, ou Wild Type (WT) ont été traitées par FGF21 mimétique ou par du
tampon phosphate salin de Dulbecco (PBS : CaCl,, KC1, KH,PO*, MgClo, NaCl, Na,HPO*
pH 7,2-7,6).

La figure 12 ci-dessous, résume 1’organisation générale du protocole expérimental.

Les souris sont hébergées en portoir ventilé, avec de I’eau et de I’alimentation ad libidum. Les
souris sont identifiées par marquage colorée de la base de la queue. A partir de la 126
semaine, des aménagements sont pris afin que la paralysie ne géne pas 1’abreuvement et

I’alimentation des souris. Le point limite défini dans 1’expérimentation est 1’échec au test de

retournement apres 20 secondes.

8S 128 16S 208

12 Souris SOD1
+
FGF21 mimétique

12 Souris WT
+
FGF21 mimétique

12 Souris SOD1

12 Souris WT

wajow jsod [1enoar 910w e asIjy]

Préléevements sanguins 11 mL/kg
Suivi injection

Figure 12 : Schéma expérimental de I’étude. 24 souris transgéniques ont été réparties en
2 groupes de 12, traitées et non-traitées par FGF21 mimétique pendant 8 semaines. 24
souris non-transgéniques ont été réparties en 2 groupes de 12 souris traitées et 12 souris
non-traitées.

3.3 Prélévements biologiques

Des prélévements de sang sont réalisés aux 8™, 12°m¢ 16°™ et 20°™¢ semaine de vie. Le
prélévement sanguin est réalis€é sur la veine submandibulaire, sans anesthésie. Apres
contention de la souris, une piqlre est réalisée a I’aide d’une aiguille de calibre 22 Gauges au

niveau de la veine mandibulaire, puis le sang qui s’écoule est récolté a I’aide d’un tube
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Eppendorf de 0,5 mL. Le volume maximum préleve est de I’ordre de 11 mL/kg, soit de 175 a
250 uL de sang a chaque préléevement (environ 10 gouttes). Les feces sont recueillies dans
chaque cage toutes les 2 semaines a partir de la 8° semaine. Des prélévements d’organes
seront réalisés aprés sacrifice des souris a leur 20°™ semaine de vie : cerveau, foie, muscle et
moelle épiniere qui seront immédiatement congelés dans 1’azote liquide, puis conservés a -
80°C. Dans cette étude, nous nous focalisons sur le sérum, mais I’intégralité des organes sera

conservée en vue d’éventuelles explorations complémentaires.

3.4 Marqueurs phénotypiques

3.4.1 Pesée et échographie

Les souris sont pesées 1 fois par semaine, a heure fixe. Une balance ayant une sensibilité de
0,1 g est utilisée. Un tarage de la balance a été réalisé régulierement pendant les mesures. La
date de début de perte du poids est relevée comme marqueur du début de la maladie,
déterminée a posteriori comme la date ou chaque animal atteint son poids maximal. Le poids

évalué aux différents temps est rapporté au poids mesuré a 1’instauration du traitement (S12).

Des mesures échographique haute fréquence a 1’aide d’une sonde MS 550 40 MHz sur Vevo
2100 (Fuyjifilm VisualSonics, Toronto, Canada) du membre inférieur sont réalisées sur un
¢chantillon de souris vigile et exprimées en unité arbitraire (UA). Le traitement des données
est réalisé a I’aide du logiciel Image J (National Institute of Mental Health) par intégration

manuelle des aires sur coupe transversale du membre inférieur.

3.4.2 Analyse comportementale

L’analyse comportementale est réalisée par le test du rotarod qui permet d’évaluer la
coordination motrice, la force, et 1’équilibre. Le test du rotarod fournit une évaluation précoce,
quantitative, et longitudinale des performances motrices. Chaque test est réalisé¢ a heure fixe
pour toutes les souris. Les souris sont placées sur un cylindre en rotation et le temps passé par
chaque souris sur le cylindre était mesuré. Chaque test comporte plusieurs tentatives a 25
tours/minutes, le test est interrompu au bout de 5 minutes passées sur le cylindre. A 1’issue de
3 tentatives, la valeur maximale passée sur le cylindre est conservée, a partir de la 18°
semaine, une version plus lente a 15 tours/minutes sera également réalisée du fait de la

dégradation importante des performances motrices.

Page 44 sur 71



3.5 Marqueurs biologiques

3.5.1 Lipoprotéines

Les sous-classes de lipoprotéines sont obtenues par électrophorése linéaire en gel de
polyacrylamide non dénaturante (Lipoprint, Quantimetrix Corporation,USA) a partir de 25 pL
de sérum. Nous évaluons ainsi 11 sous classes distinctes de lipoprotéines incluant les
lipoprotéines de tres faible densité (VLDLs), 3 de densité intermédiaire (IDL A, B et C), 7 de
faible densité (LDLs) (1-2 : large LDLs, 3-7 : petit LDLs) ainsi que celles de haute densité
(HDL). Les répartitions relatives des différentes sous-fractions sont comparées entre les 4

groupes de souris.

3.5.2 Cytokines et adipokines

Les concentrations en cytokines (IL-6, TNFa, MCP-1) et adipokines (Adiponectine, insuline,
résistine) seront mesurées a partir de 10 pL de sérum, en utilisant le kit Milliplex Mouse
Serum Cytokine and Adipokine (Millipore Corp, Billerica, MA) sur le Luminex IS 100
system (Luminex Corp, Austin, TX). Cette analyse repose sur une technologie ELISA
multiplex offrant les avantages d’une grande sensibilité¢ pour plusieurs analytes a partir de

faible volume grace a des anticorps spécifiques de chaque analyte.

3.5.3 Métabolomique

3.5.3-a Définition

La métabolomique se définit comme 1’analyse de tous les composés organiques de petite taille
(taille inférieure a 1,5 kDA) contenus dans un systéme biologique constituant ainsi le
métabolome. Au sein de ces stratégies « omiques », on distingue les approches ciblées, semi-
ciblées et globales. Premi¢rement, I’approche ciblée fait référence a I’identification et la
quantification d’un nombre réduit de métabolites particuliers. Deuxiémement, 1’approche
semi-ciblée permet d’analyser tous les composés d’une voie métabolique ou d’une famille de
composés. Troisiemement, 1’approche globale est une approche chimiométrique destinée a la
description phénotypique d’un systéme vivant et a la recherche de biomarqueurs, aboutissant
a une classification des échantillons. Cette méthode permet d’identifier des profils spécifiques

de pathologies sans nécessité d’identification ou de quantification des métabolites.

Nous utiliserons dans cette étude une analyse ciblée sur les acteurs métaboliques de la
pathologie, notamment en lien avec le métabolisme énergétique.
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3.5.3-b Chromatographie liquide haute résolution couplée a la

spectrométrie de masse (LC-HRMS)

La mise au point de méthode a été précédemment réalisée sur sérum et différents tissus
¢galement (cerveau, foie, et muscle), donc nous nous sommes basés sur ces développements
technologiques publiés (Madji Hounoum et al., 2015) pour les adapter aux besoins de notre
¢tude. Devant le faible volume de sérum murin disponible et les différentes explorations
biologiques prévues, nous avons testé la faisabilité de la métabolomique ciblée sur un faible
volume de prélévement. Nous avons évalué le niveau du signal et la reproductibilité sur un

pool de sérums humains.

Des volumes de 10 pL de sérum ont été extraits respectivement par 80 pL de méthanol
pendant 30 min a -20°C, avant centrifugation pendant 15 min a 5000 g puis évaporation du
surnageant a I’aide d’un évaporateur sous vide. Les extraits secs ont été repris dans 120 pL
d’un mélange acétonitrile/eau et injectés sur un chromatogramme UPLC Ultimate system
(Dionex®, Sunnyvale, Etats-Unis), couplé a un spectrometre de masse Q-Exactive Mass
Spectrometer (Thermo Fisher Scientific®, Bremen, Allemagne). Les échantillons ont été
ionisés en mode électrospray positif et négatif. Nous avons évalué la reproductibilité sur 10
¢échantillons en estimant le coefficient de variation (CV%) et en prenant pour référence le

profil effectué a partir de 100 puL qui a été précédemment validé.

3.53-c Traitement des données

Une librairie de composé standard (Mass Spectroscopy Metabolite Library of standards
MSML®, IROA Technologies™) est analysée avec les mémes gradients de phase mobile
ainsi que les mémes conditions analytiques que celles utilisées pour les métabolites extraient
du sérum. Afin de valider l'identité¢ de chaque métabolite détecté, plusieurs critéres sont
requis : (1) correspondance du temps de rétention entre le métabolite détecté et le standard de
référence (+/-20 secondes), (2) correspondance de la masse moléculaire exacte entre le
métabolite et le standard de référence (+/- 10 ppm), et (3) correspondance des rapports
isotopiques entre le métabolite et le standard de référence. Le signal est calculé en utilisant le
logiciel Xcalibur® (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA) par I’intégration des pics

chromatographiques des ions sélectionnés.

Aprés constitution d’une base de données comprenant les métabolites identifiés, nous
effectuons une normalisation par rapport a D’air totale du spectre et évaluons la
reproductibilité des concentrations relatives de ces métabolites afin de ne conserver dans notre

base de données finale que ceux pour lesquels CV <30 %. Puis une analyse multivariée sans
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a priori (Analyse par Composante Principale (ACP)) est réalisée afin de vérifier
I’homogénéité des métabolomes des différents échantillons. A la date de la rédaction de ce
mémoire, seule la mise au point de 1’analyse métabolomique sur faibles volumes a été
effectuée. Le reste des analyses sera effectu¢ a la fin du projet pour limiter la variabilité inter-

essai.
3.6 Analyse statistique

Les variables quantitatives a savoir le poids, la variation pondérale, les surfaces musculaire
ainsi que résultat au test rotarod sont comparés par un test de Student ou de Wilcoxon par
paire entre chaque groupe. La corrélation entre les variables issues des différentes analyses est
évaluée par un test de régression linéaire de Spearman. Les données de métabolomique sont
traitées a 1’aide du logiciel Simca P'® (Umetrics, Umea, Suéde). Pour chaque modalité
analytique, nous réalisons une analyse multivariée de type ACP. Pour toutes les analyses, le
seuil de significativité¢ de 0,05 est retenu. Les analyses statistiques sont réalisées a 1’aide du
logiciel JMP 7.0 (SAS Institute®, Cary, Etats-Unis) et du logiciel Graphpad Prism
(GraphPad, La Jolla, USA).

RESULTATS

4.1 Pesée et échographie

La figure 13 ainsi que le tableau 5 récapitulent les données de poids obtenues au cours de
I’é¢tude. On observe que les souris sauvages (WT) traitées par RIMab1 sont significativement
plus maigre de la semaine 13 a 17 par rapport au WT traitées par PBS (p<0,05), les souris
SOD19%4 (Tg) traitées par R1Mabl sont significativement plus maigre que les souris WT
traitées et non traitées de la semaine 12 a 20, et de la semaine 13 & 20 par rapport au Tg
traitées par PBS (p<0,05). Les souris Tg traitées par PBS sont significativement plus maigre
que les souris WT traitées par PBS de la semaine 12 a 20 (p<0,05), ainsi que la semaine 19 et

20 pour les WT traitées par RIMab1 (p<0,05).
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Figure 13 : Ensemble des mesures de poids en gramme au cours de I’étude entre les
souris WT + PBS (n=12), WT + R1Mabl (n=12), Tg + PBS (n=12) et Tg + R1Mabl
(n=12). La fléche noire symbolisant le début du traitement a S12. Entre les souris WT, il

existe une perte de poids significative de la 13° semaine jusqu’a la 18° semaine.

Tableau 5 : Poids movens (gr) de la semaine 12 a 20 entre les différents groupes

Poids moyen (gr)

Semaines post | Poids moyen (gr) Poids moyen (gr) Poids moyen (gr)

natales WT+PBS (n=12)  WT +R1Mabl (n=12)  Tg+PBS(n=12) & ";n'ill“z")abl
12 28,05* 27,79* 25,68* 25,56
13 28,840 23,090 * 26,18+ 19,3+
14 29,14¢* 21,84e%° 26,26%*° 17,58+
15 29,79 * 23,57« 26,78+ 17,79+
16 30,51e* 25,890 * 26,77+ 18,86+
17 31,30* 27,060 26,46+ 18,58+
18 32,28* 28,59 26,76+ 18,83+
19 32,33* 29,83*° 25,93:%° 20,43+
20 32,16* 30,56*° 24,64+*° 20,81-*

® p<0,05 WT + PBS vs WT + R1Mab1 ; * p<0,05 WT + PBS et Tg + PBS ; * p<0,05 WT + R1Mab1 vs Tg +
R1mab1 ; ° p<0,05 WT + R1lmab1 vs Tg + PBS ; = p<0,05 Tg + PBS vs Tg + R1Mab1.
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Variation pondérale (%)

Variation pondérale (%)

A partir du début du traitement (semaine 12), la variation relative du poids par rapport a cette

date a été utilisée et est représentée figure 14.

En comparant les souris traitées par R1Mabl, Tg vs WT, on observe que la variation
pondérale absolue des souris Tg traitées par R1Mabl est supérieure de la 13 © semaine jusqu’a
la fin de I’étude (Figure 14B) (p<0,001). Chez les souris traitées par PBS, Tg vs WT, on
observe que la variation pondérale est statistiquement différente a partir de la 15° semaine, en
faveur des WT (Figure 14A) (p<0,01). Chez les souris WT, celles traitées par RIMabl ont
une variation pondérale différente de S13 a S17 (figure 14 C). Chez les Tg, celles traitées par
R1Mabl ont une variation pondérale plus importante de S12 a S20 (p<0,001) (figure 14D).
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Figure 14 : A : Variation relative du poids, des souris traitées par PBS, au cours du
temps WT vs Tg. On observe que les souris WT ont une variation pondérale plus
importante de S15 a S20. B : Variation relative du poids, des souris traitées par
R1Mabl, au cours du temps WT vs Tg. On observe que les souris Tg ont une variation
pondérale plus importante de S13 a S20. C : Variation relative du poids par rapport au
début du traitement chez les souris WT selon le traitement. D : Variation relative du

poids par rapport au début du traitement chez les souris Tg selon le traitement.
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Les données échographiques de surface musculaire de membre inférieur montrent une
différence significative entre les souris WT et les souris Tg dés la 12° semaine de vie
(respectivement : 35,23 mm? vs 25,24 mm? ; p=0,016) (figurel5A), cette surface est corrélée
positivement avec la masse corporelle (R?>=0,47 ; p=0,0001) (figure 15B) Une image de coupe

transversale du membre inférieur d’une souris WT a S12 est mise en illustration figure 15C.
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Figure 15: A : Comparaison de surfaces musculaires du membre inférieur entre des
souris WT (n=5) et des souris Tg (n=8) a 12 semaines de vie. On observe que les souris
WT ont une surface musculaire plus importante a S12 (p<0,02). B : Relation entre le
poids et la surface musculaire (R*=0,47 ; p=0,0001) C : image d’une section transversale
d’une souris WT a S12.

4.2 Analyse comportementale

Le test du rotarod rapide (figure 16A), n’a pas mis en évidence de différence significative
entre les groupes de souris transgéniques traitées et non-traitées. Cependant une version plus

lente du test met en évidence une différence significative a S20 (p=0,032) (figure 16 B).
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Figure 16 : A : Performance au test du rotarod (25 tours / minute) en seconde. Aucune
différence significative n’est observée entre les souris transgéniques traitées et non-
traitées pour le moment. B : performance au test du rotarod (15 tours / minute), on
observe une différence significative en faveur des Tg + R1Mabl1 (p=0,032).

4.3 Marqueurs biologiques

4.3.1 Lipoprotéines

Une précédente étude effectuée sur une cohorte de 30 patients SLA avait montré 1’intérét de
I’analyse des lipoprotéines (Delaye et al.,2017). Dans le cadre de notre étude nous avons
utilisé le lipoprint pour avoir une analyse qualitative et semi-quantitative des différentes
lipoprotéines sériques. Une premicre série d’analyses a été réalisée sur des prélévements

sériques effectués a 12 semaines de vie (WT vs TG) et est présentée Tableau 6.
Un exemple des profils obtenus est représenté figure 17.

Les résultats obtenus retrouvent une différence significative dans la répartition des sous-
fractions lipoprotéiques au niveau de IDL-B (4,78(0,64) vs 6,06(0,87) ; p=0,043), LDL-3
(0,48(0,95) vs 1,74(0,33) ; p=0,0259), LDL-4 (1,28(1,08) vs 2,64(0,56) ; p=0,043), LDL-5
(1,63(0,59) vs 2,82(0,68) ; p=0,0281), HDL (69,73(4,87) vs 59,94(3,12) ; p=0,0079) et le total
des LDL (18,5(6,35) vs 28,40(2,70) ; p=0,0154).
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Figure 17 : Profil des lipoprotéines a 12 semaines de vie obtenue par électrophorése sur
gel polyacrylamide en gradient selon la méthode Lipoprint. A. une souris sauvage B. une

souris SOD1693A

Tableau 6 : Ensemble des résultats issus de 1’analyse par Lipoprint du sérum des souris

controles (WT n=5) et mutées (Tg n=5), les valeurs en rouges représentent les résultats avec

une p-value<0.05.

Sous-fraction WT Moyenne (SD) Tg Moyenne (SD) P value

VLDL [%] 9,98 (1,51) 10,06 (3,62) 0,9664
IDL-C [%] 5,6 (0,96) 7,14 (1,02) 0,0542
IDL-B [%] 4,78 (0,64) 6,06 (0,87) 0,0434
IDL-A [%] 1,73 (0,47) 2,30 (0,35) 0,072
LDL-1 [%] 1,83 (0,66) 2,52 (0,54) 0,1237
LDL-2 [%] 0,75 (0,96) 1,88 (0,45) 0,0506
LDL-3 [%] 0,48 (0,95) 1,74 (0,33) 0,0259
LDL-4 [%] 1,28 (1,08) 2,64 (0,56) 0,043
LDL-5 [%] 1,63 (0,59) 2,82 (0,68) 0,0281
LDL-6 [%] 0(0) 1,04 (1,06) 0,0942
LDL-7 [%] 0,55 (0,64) 0,22 (0,49) 0,4091
Total LDL [%] 18,5 (6,35) 28,40 (2,70) 0,0154
HDL [%] 69,73 (4,87) 59,94 (3,12) 0,0079
4.3.2 Cytokines et adipokines

A la date de la rédaction de ce mémoire, les analyses ne sont pas encore réalisées car le
protocole expérimental n’est pas arrivé a son terme et ce type d’analyse doit étre réalisé en

une seule série afin d’éviter la variabilité inter-jour des résultats.
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4.3.3

Mise au point métabolomique

Parmi les 600 composés répertoriés dans la bibliothéque, nous avons trouvé 101 métabolites

identifiés en ionisation positive et 82 en ionisation négative. Parmi ces 183 molécules, nous

en avons observés 134 avec un CV satisfaisant inférieur a 30 %. Les données issues de cette

analyse sont rapportées dans le Tableau 7.

L’¢étude de reproductibilité effectuée sur 10 échantillons présente une répartition homogene

en ACP représentée a la figure 18.

Figure 18 : Analyse en composante principale. Les données d’intégration des spectres
des extractions répétées sur sérum ont été analysées par la méthode multivariée
d’analyse en composante principale.

Tableau 7 - Principales caractéristiques analytiques des techniques métabolomiques utilisées.

Le coefficient de variation (CV) est calculé pour chaque pic en divisant 1’écart-type par la

movenne de ’intensité du méme pic des 10 échantillons identiques.

Colonne lonisation Métabolites totaux Métabolites CV <30% CV moyen %
C18 + 34 23 16,44
C18 - 36 27 11,44
HILIC + 67 51 13,48
HILIC - 46 35 11,5
Total 183 136 13,07

Page 53 sur 71



DISCUSSION

5.1 Modification des courbes de poids des souris traitées

16934 est marquée par une croissance interrompue aux

L’¢évolution du poids de la souris SOD
alentours de 100 jours d’age, suivie par une décroissance se prolongeant jusqu’a la mort de la
souris. Cette évolution a déja été décrite (Wooley et al., 2005). De nombreuses raisons
peuvent expliquer cette décroissance, telles que I’hypermétabolisme ou la paralysie oro-
lingual. L’age auquel survient cette décroissance du poids, ainsi que la valeur du poids
maximum, varient d’une étude a I’autre mais peuvent étre influencées par le sexe des souris,
le fond génique utilisé, ou les traitements a 1’étude. Cet age fournit un bon indicateur du début

de la maladie dans les modéles murins de SLA (Boillée et al., 2006).

La perte de poids apreés administration du R1Mabl était attendue, mais nous avons mis en
évidence que I’injection de R1Mabl entraine une variation pondérale supérieure chez les
souris SOD1%%3* traitées par rapport aux souris sauvages traitées (p<0,009). Cette observation
peut s’expliquer soit par un exces de cibles de ’anticorps, soit par une sensibilité accrue du

FGFRI1, ou encore par un défaut des mécanismes de contre régulation normalement présents.
5.2 Différence induite par le traitement dans les capacités motrices

Le rotarod a mis en évidence une différence significative entre souris transgéniques traitées et
non-traitées. Ces performances doivent-€tre interprétées en tenant compte de 1’appareillage
utilisé, notamment du revétement et du diamétre du cylindre, ou de la vitesse de rotation.
Malgré ces précautions, le test du rotarod n’est pas un marqueur sensible de I’évolution des
symptomes dans la SLA (Hayworth et al, 2009). D’autres marqueurs cliniques existent,
nécessitant parfois un appareillage colteux, comme la mesure de la force d’agrippement, ou
de la longueur de la foulée. Dans une autre étude, cette performance ne décroissait pas avant
la 18%™ semaine de vie (Appolloni ef al., 2013). Un point intéressant est que malgré la perte
de poids importante des souris traitées il n’y a pas eu de retentissement sur les performances
motrices, alors qu’une perte de poids précoce est un marqueur de mauvais pronostique dans
cette pathologie (Marin et al., 2011). Les mesures échographiques se montrent intéressantes
en révélant dés les lers signes clinique une différence significative entre les souris SOD19%34
et sauvages (p<0,016), preuve de I'intérét de I’échographie musculaire dans le diagnostic
précoce de cette pathologie et encore jamais étudié a notre connaissance dans ce modele

murin.
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5.3 Modification du profil lipoprotéique.

Le Lipoprint bien qu’effectué sur un petit nombre d’échantillons montre des la 12e semaine
de vie des différences intéressantes dans les répartitions des sous-fractions lipoprotéiques,
alors que la pathologie commence tout juste a se déclarer. Les résultats montrent une
augmentation des IDL-B, qui sont le produit de la consommation des triglycérides et du
VLDL par les tissus musculaire et adipocytaire. L’augmentation de I’IDL-B est cohérente
avec I’hypothése d’une augmentation de la consommation lipidique par les tissus
périphériques dans la SLA (Fergani et al., 2007). Une autre hypothése serait un défaut de
dégradation par capture hépatique. L’augmentation des LDL-3, 4 et 5 ainsi que des LDL
totaux pourraient appuyer 1’idée d’un défaut de dégradation des IDL. En effet le taux de LDL
est régulé par leur production a partir des IDL ainsi que leur élimination, toutes les deux
dépendantes du nombre de récepteur hépatique au LDL. Ainsi une baisse de ces récepteurs
hépatique entraine une hausse de la production des LDL par défaut de recyclage des IDL
(Feingold et al., 2000). 1l faut tenir compte des différences qui existent entre les études
humaines qui retrouvent une tendance a I’hyperlipidémie chez I’homme (Dupuis et al., 2008)
et a ’hypolipidémie chez la souris (Fergani et al., 2007), reflet d’une physiologie inter espece

différente.

L’analyse des prélévements effectués a des temps plus tardifs (semaines 16 et 20) devrait
permettre de mieux appréhender I’évolution du profil des lipoprotéines, dont les observations
concordent avec la notion de dyslipidémie présente au cours de cette pathologie des 1’état pré

symptomatique.
5.4 Validation des méthodes métabolomiques

L’une des étapes clé des analyses métabolomiques est le pré-traitement des échantillons. Dans
le cadre de cette ¢tude, nous sommes limités par le volume sanguin et la quantité tissulaire et
nous devons assurer une reproductibilité maximale. Nous avons donc travaillé dans un
premier temps a la faisabilit¢ de la réduction de volume, avant d’analyser en séries nos
¢chantillons issus de cette étude. Nous nous devons d’étre rigoureux sur la reproductibilité
intra série, afin de visualiser des modifications de concentrations de métabolites d’intéréts

inhérentes aux conditions de 1’étude et non aux artéfacts pré-analytiques et analytiques

Les résultats LC-HRMS sont corrects pour ce qui est de la reproductibilité intra-série. Cette
technique étant trés sensible, I’étape d’épuration des données pour ne conserver que les pics

correspondant a des molécules identifiées et avec une variabilit¢ moindre est cruciale.
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Cependant, I’expertise dans 1’équipe nous permet d’avoir une méthode systématique, limitant
les problémes de reproductibilité de cette phase d’épuration de la base de données brute. Les
données précédentes avaient montré la reproductibilité des contrdles de qualité au sein de la
plaque d’analyse (Blasco et al., 2013). Nous ne ferons ici qu’une analyse métabolomique
ciblée afin de pouvoir proposer une discussion sur les voies physiopathologiques pertinentes.
Nous avons ainsi 136 molécules, correspondant aux acides aminés ainsi qu’au voies du
métabolisme énergétique, ce qui reste informatif malgré une perte de signal par rapport a un

¢chantillon de 100 pL.
5.5 Limites

Le choix du R1Mabl, bien qu’offrant les avantages des anticorps monoclonaux en termes de
durée d’action présente I'inconvénient est d’étre spécifique uniquement du FGFR1 sans
prendre en compte la présence ou I’absence du corécepteur B-Klotho qui donne la spécificité
d’action tissulaire du FGF21, pouvant entrainer des effets secondaires plus vastes que la
protéine initiale. Le R1Mabl étant un anticorps posséde une pharmacodynamie différente de
FGF21 qui diffuse a travers la barriere hémato encéphalique (BHE). Cependant, un passage

accru des anticorps a travers la BHE existe chez les patients SLA (Fiala et al., 2013).
5.6 Conclusion

Nous avons étudié les effets métaboliques, hormonologiques et cliniques d’un traitement par

le R1Mabl, un anticorps agoniste de la voie du FGF21, sur un mod¢le murin de SLA.

Dans cette étude, nous avons observé que les souris transgéniques SOD19%*A traitées par le
R1Mabl avaient une variation de pondérale plus importante que les souris sauvages tout en
conservant des capacités motrices similaires, avec un ralentissement de la dégradation des
performances motrice. A ce jour, ces données préliminaires ne nous permettent pas de statuer
définitivement sur ’efficacité potentielle de cette thérapeutique dans la Sclérose Latérale
Amyotrophique. Néanmoins, la validation du protocole et les développements de méthodes
nécessaires a I’exploration des différents paramétres planifiés dans ce projet nous permettent
d’assoir la poursuite de cette étude. Le matériel biologique disponible nous permet de
proposer d’autres projets ancillaires, ciblés sur les résultats obtenus ici ou orientés vers

d’autres mécanismes physiopathologiques.
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Résumé :

De nombreux mécanismes physiopathologiques ont été identifiés dans la SLA et une approche
thérapeutique intéressante pourrait étre 1’utilisation de molécules ciblant plusieurs mécanismes
physiopathologiques de mani¢re concomitante. Dans ce cadre la voie du Fibroblast growth factor
21 (FGF21) liée a I’inflammation et au métabolisme énergétique pourrait étre une cible
thérapeutique potentielle.

Douze souris porteuses du gene muté SOD1*G93A ont été traitées en intrapéritonéal par le
R1Mabl, un anticorps agoniste de la voie du FGF21. Des contrdles mutants et sauvages ont regu
aux mémes doses du tampon phosphate ou du R1Mabl.

Nous avons observé que la perte de poids des souris TG traitées par le R1Mabl est plus
importante que chez les souris sauvages (S13 p<0,009, S14 p<0,01, S15 p<0,01, S16 p<0,01, S17
p<0,01, S18 p<0,001 S19 p<0,001 et S20 p<0,001). De plus, cette variation pondérale est plus
marquée que chez les souris WT (p<0.01). Les résultats de I’échographie montrent une
augmentation significative du ratio surface musculaire sur poids chez les souris TG traitées vs TG
non traitées (p=0,036). Une amélioration significative des performances motrices évaluées par
rotarod est présente a la 20° semaine de vie chez les souris TG traitées vs TG non traitées
(p=0,032).

Le R1Mabl a donc eu des effets inattendus dans le traitement de la forme murine de la SLA, en
améliorant les performances au test du rotarod des souris traitées, malgré une perte pondérale
importante normalement de mauvais pronostique.

Mots clés : Sclérose latérale amyotrophique, FGF21, métabolisme, inflammation, souris SOD1*G93A
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