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ABSTRACT

In this work, the pathogenic mechanisms of the neuropathology of spinal muscle atrophy (SMA) are
evaluated. SMA is a devastating autosomal recessive neuromuscular disease characterized by
degeneration of the ventral horn from the spinal cord alpha motor neurons (adMNs). SMA is caused by
the homozygous deletion or mutation of the survival motor neuron 1 (SMN1) gene, resulting in
reduced expression of SMN protein, which leads to aMN degeneration and muscle atrophy. The
majority of transcripts of a second gene (SMN2) generate an alternative spliced isoform that lacks
exon 7 and produces a truncated non-functional form of SMN. In recent years, new potential therapies
have been developed to increase SMN levels, including treatment with antisense oligonucleotides
(ASOs) such as Nusinersen SPINRAZA. In this work, we used the intracerebroventricular injection of
Nusinersen in a mouse model of SMA to evaluate the effects of this ASO on the phenotypical behaviour
as well as on aMNs’ number and NMJs. Altogether, our results assess the effectiveness of the
treatment and support that the selective restoration of SMN expression in the spinal cord has a

beneficial impact not only on aMNs but also on muscular fibres.

Key words: Spinal muscular atrophy (SMA), mouse model, Nusinersen SPINRAZA, genetic, motor

neuron, muscle atrophy, phenotype, RNA, neuromuscular junctions (NMJ), spinal cord, SMN



ABSTRAIT

Dans ce travail, les mécanismes pathogenes de la neuropathologie de I'amyotrophie spinale (SMA)
sont évalués. L'AS est une maladie neuromusculaire autosomique récessive dévastatrice caractérisée
par une dégénérescence de la corne ventrale des motoneurones alpha de la moelle épiniere (adMN).
La SMA est causée par la délétion homozygote ou la mutation du gene du motoneurone de survie 1
(SMN1), entrainant une réduction de I'expression de la protéine SMN, ce qui entraine une
dégénérescence des MNs- a et une atrophie musculaire. La majorité des transcriptions d’'un deuxiéme
géne (SMN2) génere une isoforme épissée alternative qui manque d’exon 7 et produit une forme non
fonctionnelle tronquée de SMN. Au cours des dernieres années, de nouvelles thérapies potentielles
ont été développées pour augmenter les niveaux de SMN, y compris le traitement avec des
oligonucléotides antisens (ASO) tels que Nusinersen SPINRAZA. Dans ce travail, nous avons utilisé
I'injection intracérébroventriculaire de Nusinersen dans un modéle murin de SMA pour évaluer les
effets de cet ASO sur le comportement phénotype ainsi que sur le nombre des MNs- a et les NMJs.
Ensemble, nos résultats évaluent I'efficacité du traitement et soutiennent que la restauration sélective
de I'expression de SMN dans la moelle épiniere a un impact bénéfique non seulement sur les MNs- o

mais aussi sur les fibres musculaires.

Mots-clés : Amyotrophie spinale (AMS), modele murin, Nusinersen SPINRAZA, génétique,
motoneurone, atrophie musculaire, phénotype, ARN, jonctions neuromusculaires (NMJ), moelle

épiniere, SMN
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0. ABREVIATURES /ABREVIATIONS

AChR Receptor d’acetilcolina / Récepteur de I'acétylcholine
AChRs Acetilcolina / Acétylcholine

AME Atrofia muscular espinal

AS Amyotrophie Spinale

ATP Adenosina trifosfat / Adénosine triphosphate

cM Centimorgan

DNA/ADN Acid desoxiribonucleic / Acide desoxiribonucléique
DNAc/ADNc DNA complementari / ADN complémentaire
ELA/SLA Esclerosi lateral amiotrofica / Sclérose latérale amyotrophique
ESE Exonic splicing enhancer

ESS Exonic splicing silencer

FL-SMN Full length SMN protein

H202 Aigua oxigenada / Peroxyde d’hydrogéne

H20d Aigua destil-lada / Eau distillée

Kb Kilobase

KDa Kilodalton

M Molar / Molaire

Mb Megabase

MN(s) Motoneurona(es) / Motoneurone(s)

MN-a Motoneurona alfa / Motoneurone alpha

NaCl Clorur de sodi / Chlorure de sodium

NF Neurofilament

NMJ(s) Neuromuscluar Junction / Union neuromusculaire
P Dia postnatal / Jour postnatal

pb Parells de bases / Paire de bases
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PB Tamp¢ fosfat / Tampon phosphate

PBS Tampo fosfat sali / Tampon de phosphate salin

PCR Reacci6 en cadena de la polimerasa /Réaction en chaine par polymérase
PFA Paraformaldehid /Paraformaldehid

PVDF Polifluorur de viniliden / Vinylideen polyfluorur
RNA/ARN Acid ribonucleic / Acide ribonucléique

RNAmM/ ARNm RNA missatger / ARN messager

RNAn/ ARNNnRNA nucleolar / ARN nucléolaire

RNAr/ARNr RNA ribosomic / ARN ribosomique

RNAt/ARNt RNA de transferencia / ARN de transfert

snRNP Small nuclear ribonucleoproteins / Petite ribonucléoprotéine nucléaire
rpm/tr min! Revolucions per minut / Tours par minute

RR Test “Righting Reflex”

SD Standard Derivation / Déviation typique

SMA Spinal muscular atrophy

SMN Survival Motor Neuron

SMNA? Survival Motor Neuron Delta7

SNA Sistmena nervids autonom / Systéme nerveux autonome /
SNC Sistema nervids central / Systéme nerveux central

SNP Sistema nervids periféric / Systéme nerveux périphérique
SNS Sistema nervids simpatic / Systéme nerveux sympathique
SSC Cisterna subsinaptica / Citerne Subsinaptica
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TAE Tris-acetate-EDTA

TT Test “Tube test”
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1. INTRODUCTION

A partir du moment ou nous ouvrons les yeux sur le premier rayon de soleil jusqu’a ce que nous les
refermions au crépuscule de la nuit, les étres humains effectuent un large éventail de mouvements
sans étre pleinement conscients de la fagcon dont nous les exécutons. Marcher jusqu’au bureau,
s’asseoir, tourner la téte quand quelqu’un nous appelle... Pour la plupart des gens, ce n’est qu’un rite
régi par la vie quotidienne. Cependant, pour 1 individu sur 40 dans la population, c’est un miracle
étant donné qu’ils ont été privés, beaucoup d’entre eux dés le moment de leur conception. Ergo, le
principal but humanisant de ce travail est de rendre I'agrément du mouvement a ce groupe, avec une
lueur d’espoir, le tout avec I'aide de la biomédecine actuelle.

Quand est venu le temps de choisir un sujet pour le projet de recherche, j’ai vu que c’était le moment
idéal pour étudier le domaine de la recherche médicale, car c’est une question qui est traitée et en
méme temps étrangére a l'aspect éducatif. C’'est ainsi que je m’ai mis en contact avec le groupe de
neuropathologie expérimentale de I'Institut de recherche biomédicale de Lleida (IRBLleida), grace a
I'acceptation a laquelle, je me considére entierement honoré d’avoir participé a une expérience
scientifique immarcescible et d’avoir terminé ce travail a I'aide de leurs connaissances et de pratiques
enrichissantes avec lesquelles je peux affirmer que j'ai été en véritable contact avec la science de la
cathédrale qui est cachée dans les laboratoires.

J'ai donc opté pour I'étude d’'une maladie neuromusculaire anonyme pour moi, mais au fil du temps,
j’ai découvert qu’elle est proche dans la vie quotidienne de chaque citoyen : 'amyotrophie spinale
(AMS). En plus de faire des recherches et de documenter les mécanismes pathogenes qu’il utilise, j'ai
eu 'occasion d’évaluer l'efficacité d’'un agent thérapeutique (Nusinersen SPINRAZA) qui composait
cette lueur d’espoir de ce dont j’étais un chercheur. Malgré I'application de la thérapie génique (TG)
qui incarnait la premiére approche du travail, j'ai également plongé dans le monde des acides
nucléiques et de la biologie moléculaire avec une partie pratique qui implique une grande variabilité
des processus et techniques scientifiques appliqués a la recherche et au comportement de la

pathologie et de Nusinersen SPINRAZA dans les modéles murins.



OBJECTIFS



L’AS, ETUDE ET TRAITEMENT AVEC NUSINERSEN

2. OBJECTIFS

Une fois que j'ai su ol mon travail de recherche se concentrerait, il est devenu essentiel de me fixer
une série d’objectifs afin de suivre une ligne de travail ordonnée et organisée. En ce qui concerne les
objectifs généraux du projet, ceux-ci se concentrent sur I’étude des bases cellulaires et moléculaires
de la gamme des troubles neuromusculaires, en particulier la maladie alpha motoneurone (MNs-a) et
le développement des stratégies thérapeutiques proposées. Et a partir de I3, une série d’aspects
seront pris en compte afin d’évaluer a la fois les traitements actuels de la maladie et ce que la
modification de I'expression du géne qui la code impliquerait.
Quant a mes objectifs particuliers, ils se concentrent principalement sur:

e Approfondir mes connaissances sur I’AS et étudier ses bases biologiques et phénotypiques.

e Participer au développement d’un projet scientifique et vivre leur quotidien.

e Démontrer empiriguement, a I'aide de diverses techniques scientifiques (PCR, observations

microscopiques...) les mécanismes pathogeénes de la maladie.
o \Vérifier I'efficacité de Nusinersen SPINRAZA en tant qu’agent thérapeutique pour cette

neuropathologie.
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3.1 BASES NEURONALES

3.1.1 INTRODUCTION AU SYSTEME NERVEUX HUMAIN

Le systéme nerveux humain est la structure la plus complexe et la plus organisée du corps. (De-la-

Fuente S, 2020)

Entre autres fonctions décisives, il est le responsable de I'intégration, de la surveillance et de la
direction des stimuli capturés a partir des récepteurs sensoriels dans le cerveau et dans la moelle
épiniere, et de les renvoyer vers d’autres parties du corps en utilisant un type de cellule spécifique :

les neurones.

Comme pour le reste des vertébrés supérieurs, le systeme nerveux humain est subdivisé en deux
parties principales : le systéme nerveux central (SNC) (formé par le cerveau et la moelle épiniere) et
le systeme nerveux périphérique (SNP) (composé de neurones sensoriels, de nerfs et de ganglions qui
transportent des impulsions de et vers le SNC). En méme temps, le SNP contient deux branches,
subdivisées en fonction de la direction de propagation nerveuse. Les neurones sensoriels ou afférents
transmettent I'influx nerveux des organes sensoriels au SNC, tandis que les neurones moteurs ou
efférents transmettent les impulsions du SNC au muscle effecteur, au systéeme nerveux somatique

(SNS) ou aux ganglions du systeme nerveux autonome (SNA) (Nieuwenhuys et coll., 2008).

Systeme Nerveux Central (SNC) ]

[ Systeme Nerveux Périphérique (SNP) ‘

* Nerves carneaux et épiniéres
* Communication entre le SNC et
le reste du corps

* Cerveau et moelle épiniére
« Centres d’intégration et controle

—l Information sensorielle J

| Information viscéral l

Division motrice (efférent)

‘ Division sensorielle (afférent)

Fibres nerveuses somatiques et
sensoriales viscérales Conduit impulses dés le SNC
Conduit impulses des aux effecteurs (muscles et
récepteurs au SNC ganglions)

Fibres nerveuses motrices

I Systeme Nerveux Autonome Systéme Nerveux Somatique

| Nerves sympathiques li

* Mobilise le systeme du corps
pendant l'activité

I Nerves parasympathiques ';

* Moteurs viscéraux (involontaires)
+ Conduit les impulses dés le SNC au

muscle cardiaque, la musculature
lisse et les ganglions

* Promouve les “fonctions de
manteniment” pendant I'examen

* Moteurs somatiques (volontaires)
* Entraine les impulsions du SNC
vers la musculature squelettique.
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Diagramme 1. Diagramme montrant I'organisation du systeme nerveux des vertébrés. Le systéme nerveux est un systeme
trés complexe qui, chez les vertébrés, se compose de deux parties : le systeme nerveux central (SNC) et le systéme nerveux
périphérique (SNP). Le SNC englobe le cerveau et la moelle épiniére tandis que le SNP se compose principalement des nerfs
quirelient le SNC a toute autre partie du corps. Les nerfs qui transmettent des signaux du corps au SNC sont appelés sensoriels
ou afférents, tandis que les nerfs qui transmettent des informations du cerveau sont appelés moteurs ou efférents. Le SNP est
divisé en le systeme nerveux somatique (mouvement volontaire moyen) et autonome (mouvement involontaire), subdivisés
en méme temps en systéme nerveux sympathique (activé en cas d’urgence) et parasympathique (activé dans un état détendu)

(par Nieuwenhuys et al., 2008) (Adapté de De-la-fuente S, 2020)

3.1.2 LA MOELLE EPINIERE

La colonne vertébrale est formée par une colonne d’os appelée vertébres, en particulier 33 chez
I'individu humain adulte. Ces vertebres protegent la moelle épiniere, une structure fragile et allongée
contenue dans le canal rachidien, qui traverse le centre de la colonne vertébrale. Entre les vertebres,
il y a des disques composés de cartilage, qui aident a amortir la colonne vertébrale et lui donnent une

certaine flexibilité. (Kenneth Maiese, MDD, Université Rutgers, 2022)

3.1.2.1 ANATOMIE EXTERNE

Extérieurement, on peut comprendre la moelle épiniere comme la colonne de tissu nerveux qui
s’étend de la base du crane (clivus) au coccyx, plus concretement se termine approximativement a la
hauteur des trois quarts de la trajectoire descendante de la colonne vertébrale, cependant la queue
de cheval s’étend au-dela. La colonne vertébrale délimite cette structure, ainsi que le liquide et les

membranes qui I'entourent. (Dictionnaire NCI des termes du cancer, 2011)

La moelle épiniére mesure de 40 a 50 cm de long et de 1 a 1,5 cm de diametre. De plus, deux rangées
consécutives de racines nerveuses émergent de chacun de ses cOtés. Ces racines nerveuses se lient
distalement pour former 31 paires de nerfs spinaux.

Cette structure cylindrique composée de matiere blanche et grise est uniformément organisée est
divisée en quatre régions: le cervical (C1-C7), le thoracique (T1-T12), le lombaire (L1-L5) et le sacré
(51-S5), dont chacune est formée de plusieurs segments qui contiennent a leur tour plusieurs nerfs
spinaux qui comprennent différentes fibres nerveuses motrices et sensorielles de toutes les parties

du corps qui permettent de maintenir un canal messager avec le cerveau (Figure 2). Chaque segment
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de la moelle épiniere innerve un dermatome (J Schoenen, 1991). Ainsi, on peut limiter les fonctions
gu’elle remplit dans chaque partie du corps en fonction de la région: cervicale, membres supérieurs
et la respiration; thoracique, thorax et abdomen; lombaire, membres inférieurs; et le sacrum,
également responsable du fonctionnement des membres inférieurs, joue cependant un role

important dans le contrdle des organes sexuels et viscéraux.

Figure 2. Les cing principales régions de la colonne vertébrale dans lesquelles la colonne vertébrale elle-méme est
anatomiquement divisée a I'extérieur. La moelle épiniére est divisée en 31 segments nerveux, de haut en bas: 8 segments
cervicaux; 12 segments thoraciques; 5 segments lombaires; 5 segments sacrés; 1 segment coccyx. Chaque segment est une
partie de la moelle épiniére qui donne naissance a une paire de nerfs spinaux (un a gauche et un a droite). Les nerfs spinaux
quittent la colonne vertébrale par des arches entre les os et continuent vers I'extérieur pour devenir les nerfs des bras, des

jambes et du corps. (Equipe communautaire SCIRE, 2017) [1]

Comme on a décrit préalablement, la moelle épiniere commence a la base du crane, ou elle se
connecte au cerveau a travers le tronc cérébral. De cette fagon, elle passe par un canal creux au centre
de la colonne vertébrale, le canal rachidien. Sa longueur est mineure comparée a celle de la colonne
vertébrale et, par conséquent, elle ne le traverse donc pas completement ; il se termine en un point
nommé cdne médullaire, prés de la premiére/deuxiéme vertébre lombaire. A partir de ce point, les
nerfs spinaux qui sortent de I'extrémité de la moelle épiniére sont regroupés en un faisceau, appelé

queue de cheval ou cauda équine', dans le canal rachidien.

1 ’extrémité de la moelle épiniére
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3.1.2.2 ANATOMIE INTERNE

Comprenant cela, la moelle épiniere est composée internement de faisceaux d’axones nerveux qui
transportent les messages entrants et sortants entre le cerveau et le reste du corps. Elle contient des
circuits neuronaux en lui-méme qui controlent les mouvements coordonnés, tels que la marche, la

natation ou uriner. C’'est aussi le centre des réflexes (Kenneth Maiese, MD, Université Rutgers, 2022)

La moelle épiniere, comme le cerveau, est recouverte de trois couches de tissus typiques des
méninges et en plus du liquide céphalo-rachidien qui la protege a I'intérieur de la colonne vertébrale.

Il se compose des parties suivantes :

e Nerfs spinaux, 31 paires en émergent. De chaque nerf se ramifient deux branches courtes, les
racines :

e Une racine est située dans la partie antérieure de la moelle épiniére (racine motrice
ou ventrale). Celles-ci portent principalement des commandes du cerveau et de la
moelle épiniere aux muscles squelettiques pour contréler les mouvements moteurs.

e Une autre est située a l'arriere (racine sensible ou dorsale). Elles transportent des
informations sensorielles vers le cerveau (douleur, température, vibration, position
des membres) a partir d’autres parties du corps. (Figure 3). Bref, elle est responsable
de la transmission de I'influx nerveux, a la fois moteur et sensoriel, vers et depuis les

membres inférieurs.

Figure 3, lllustration de I'organisation de la colonne vertébrale. De gauche a droite, image générale, visualisation d’une

vertébre et de la structure de la moelle épiniére et de ses parties. [2]
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Ainsi que le cerveau, la moelle épiniére est formée de matiere grise (composée de corps cellulaires
peu profonds, de dendrites dépourvues de myéline et de cellules gliales impliquées dans le bon
fonctionnement des tissus du systeme nerveux) et de substance blanche (essentiellement constitué
de fibres nerveuses confinées a des gaines de myéline, blanchatres) (Kenneth Maiese, MD, Université

Rutgers, 2022). (Figure 4)

Le centre de la moelle, sous la forme d’un papillon, est constitué de la colonne intermédiaire, formée

a son tour de matiere grise. Il peut étre subdivisé en ailes latérales qui se scindent en :

e Le corne vental (autrement dénommé antérieure) qui contient les corps cellulaires des
motoneurones (MNs), qui sont ceux qui transmettent des informations du cerveau ou de la
moelle épiniere aux muscles, en plus de stimuler le mouvement.

e Le corne dorsale (ou postérieur) qui contient les corps cellulaires des neurones sensibles (ou
sensoriels), qui transmettent des informations sensorielles d’autres parties du corps a travers

la moelle épiniére, jusqu’a ce qu’elles atteignent le cerveau.

La substance blanche environnante contient des colonnes de fibres nerveuses (faisceaux d’axones)
qui transportent des informations sensorielles vers le cerveau a partir du reste du corps, appelées
voies ascendantes, et d’autres qui transportent les impulsions motrices du cerveau vers les muscles,
les voies descendantes. Elle peut étre sectionnée dans le funicule ou la colonne dorsale, la colonne

latérale et la colonne ventrale, selon la position.

Figure 4, visualisation de la section d’une moelle épiniere saine ol I'on distingue la matiére grise (au centre) et la substance

blanche (a la périphérie) (Paxton S et coll., 2004) [3]
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3.1.3 STRUCTURE CELLULAIRE : MORPHOLOGIE, TYPES, FONCTIONS ET EMPLACEMENT D’UN MOTONEURONE
Le motoneurone (MN) est décrit comme le « dernier chemin commun » du systéme nerveux
(Sherrington, 1906) et a été un point focal de la recherche en neurosciences pendant plus d’un siécle.

(McNeil C et coll., 2022)

Chez les vertébrés, le mouvement du systéme locomoteur se produit en raison de la coordination
entre la contraction et la relaxation de multiples muscles squelettiques, composés de fibres

musculaires striées.

Ces contractions coordonnées peuvent impliquer un grand nombre de fibres musculaires et conduire
a des mouvements vraiment complexes du squelette. Pour que ces mouvements soient possibles, il
est nécessaire de les coordonner a partir du cerveau a l'aide de signaux électriques envoyés par des

MNs. (Figure 5)

D’un point de vue anatomique, la structure des MNs ne différe pas en
grand nombre avec d’autres neurones spécialisés puisqu’ils sont la
structure la plus courante des neurones (Guardi P, 2019). Par
conséquent, tous les neurones partagent certaines parties structurelles

qui les définissent comme tels :

e Soma est le corps cellulaire ou se trouve le noyau, qui contréle
les cellules et est également I'endroit ou les protéines sont
produites pour maintenir le fonctionnement du neurone.

e Le dendrites ce sont les structures en forme de branches que
I'on trouve aux extrémités du neurone. Les dendrites utilisent

ces structures pour envoyer et recevoir des informations Figure 5, schéma du circuit
, neuronal du comportement
d’autres neurones.

moteur (Florman et coll,

2013) [4]
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e L’axone est la longue structure d’extension dérivée du soma. L'axone fonctionne pour
transmettre I'information qu’il recoit a travers son corps aux dendrites a I'extrémité du
neurone. (Guy-Evans O, 2021)

e Les gaines de myéline sont une couche isolante qui se forme autour des nerfs, composée de
protéines et de corps gras. Il permet aux impulsions électriques d’étre transmises rapidement
et efficacement le long des cellules nerveuses. Si la myéline est endommagée, ces impulsions

ralentissent. (Linda J et coll., 2021)

En outre, puisque les MNs innervent un certain muscle, ils ont de nombreuses jonctions
neuromusculaires (NMJ), ce sont les endroits ou la synapse se produit entre le systeme nerveux et le
muscle auquel elle s’innerve (del Arco J, 2014). Elles sont connues sous le nom de neurones

multipolaires en termes structurels, ce qui signifie qu’ils ont un seul axone et plusieurs dendrites.

Figure 6, lllustration des parties principales d’un motoneurone (MN) innervant les fibres d’un muscle indéterminé. Extrait de

(Graphics RF, 2019) [5]

Les MNs sont des cellules neuronales situées dans le SNC responsables de la génération et de la
transmission de I'influx nerveux qui produisent la contraction musculaire. Les réseaux qui contrélent
les processus de locomotion sont connus sous le nom de circuits moteurs et les perturbations

pathologiques de ces circuits sont impliquées dans de nombreuses maladies neurodégénératives.
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Les MNs sont un type exceptionnel de cellule divisé en deux types principaux selon I'emplacement :

les MNs supérieurs et inférieurs. (De-la-Fuente S, 2020)

MNs Supérieurs MNs Inférieures
Location Cortex cérébral Tronc cérébral et moelle épiniére
Type de cellule Cellules de Betz Multipolaires ( grande quantité de dendrites)
Neurotransmetteur Glutamate Acétylcholine
Objectif Au SNC Hors du SNC
Symptémes de la lésion Spasticité Paralipse

Tableau 1, Caractéristiques des MN supérieurs et inférieurs. Ces neurones différent non seulement par leur emplacement,

mais aussi par leurs caractéristiques et fonctions cellulaires (Stifani, 2014) Adapté de (De-la-Fuente S, 2020)

e Les MN supérieurs

Les MNs supérieurs, ou neurones sensoriels, se trouvent dans les régions primaires du
promoteur et du moteur du cortex cérébral. Ces types de cellules sont un type de cellules
pyramidales géantes connues sous le nom de cellules pyramidales de Betz, situées dans la
cinquiéme couche de matiére grise de la moelle épiniere. Ce sont les neurones responsables
de la planification et de la direction des mouvements du corps en envoyant leurs axones vers
le bas et en se connectant aux MNs inférieurs de la colonne vertébrale. Etant donné que les
plus élevés sont confinés exclusivement au SNC, les connexions sont essentiellement

glutamatergiques (Purves et coll., 2001).

Les symptomes cliniques des altérations des MNs plus élevés comprennent des mouvements
incontrolés, une sensibilité réduite a la stimulation réflexive superficielle et une spasticité du

muscle (lvanhoe et Reistetter, 2004; Stifani, 2014).

e Les MN inférieurs

Dans cette thése, nous sommes consacrés sur I’étude des MNs de la moelle spinale puisque

ceux-ci sont affectés dans la maladie de 'amyotrophie spinale (AS). Les MNs les plus bas sont

2 |Is se servent du glutamate comme neurotransmetteur.
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situés dans les noyaux des nerfs craniens du tronc cérébral et de la corne ventrale de la moelle
épiniere. Ces neurones projettent leurs extensions axonales hors du SNC pour effectuer
directement synapse avec le muscle squelettique ou, a travers les ganglions lymphatiques du
systeme sympathique, contréler indirectement la contraction musculaire de la cible gu’ils
innervent. Le MNs plus bas sont cholinergiques® et recoivent I'entrée des MNs supérieurs
(circuits complexes) et des interneurones (circuits locaux) (Lahunta et Verre, 2009). lls

interviennent dans les mouvements réflexes et les mouvements involontaires.

Compte tenu que le contréle musculaire n'a pas d’autre voie que la transmission de
I'information, lorsque les MNs inférieurs sont perdus et dégénérés, le symptome clinique

développé est la paralysie (Purves et coll., 2001).

Selon le type de cible qu’ils innervent, les MN inférieurs sont sous classés en trois groupes :

- MN viscéraux spéciaux
Il s’agit essentiellement des MNs du tronc cérébral qui, avec les supérieurs, forment
les noyaux craniens: le trijumeau (V), le visage (VIl), le glossopharynx (IX), le vide (X)
et I'accessoire (XI).
lIs innervent les muscles du visage et du cou (Chandrasekhar, 2004).

- NM viscéraux généraux
Ces neurones appartiennent au systeme nerveux autonome (SNA) et sont
responsables du contréle des muscles lisses et des glandes. Ces neurones ne se
connectent pas directement a |'effecteur final. Au lieu de cela, ils sont dysynaptiques
et effectuent deux synapses, I'une dans les ganglions de la colonne vertébrale et

I"autre dans la synapse neuromusculaire. (Purves et coll., 2001).

3 C’'est-a-dire qu’ils utilisent Acétylcholine en tant que neurotransmetteur.
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- MN somatiques

Le soma de ces neurones est situé dans la corne ventrale de la moelle épiniére et

controle les muscles squelettiques. La caractéristique remarquable des MNs

somatiques est leur longue extension axonale, qui contient une singularité

anatomique exceptionnelle et unique. Chacun avec les fibres musculaires qu’il

innerve, forme la structure connue sous le nom d’unité motrice. Le schéma

d’innervation du muscle squelettique nécessite un haut degré de cohérence, obtenu

par ’'homogénéité des MNs. Chaque MN innerve les fibres musculaires d’un seul type

et selon la nature de ceux-ci, les MNs somatiques peuvent étre divisés en 3 groupes :

alpha, béta et gamma (Kanning et coll., 2010; Stifani, 2014).

O

Les MNs alpha (a-MNs) : ils innervent les fibres musculaires extrafusales *les

plus abondantes et incarnent la clé de la contraction musculaire. lls sont
caractérisés par un grand soma et une NMJ bien caractérisée dans leur
structure. lls recoivent une innervation monosynaptique directement des
neurones sensoriels et jouent un réle important dans les circuits réflexes
rachidiens. Autrement dit, a tout réflexe qui est transmis directement de la
moelle épiniére sans atteindre le cerveau. Les MNs alpha sont classés en
fonction des propriétés contractiles de la fibre extrafusale qu’ils innervent, de
leur taille, de leur conductivité et de leur excitabilité neuronale : vitesse,
fatigue ou vitesse et résistant a la fatigue. (Burke et coll., 1973).

Les MNs béta (B-MNs) : Les MNs béta, anatomiquement, sont plus petits et

moins abondants que les autres sous-types de NM somatiques. lls innervent

les fibres musculaires intrafusales et extrafusales (Bessou et al., 1965) et

4 Les muscles squelettiques sont composés de deux types de fibres différentes (intrafusale et extrafusale). Fibres musculaires extrafusales
produisent des mouvements apres la contraction, et la contraction de ces fibres est contrélée par les motoneurones alpha. (Contraction

musculaire - Introduction, s.d..)

5 Les fibres musculaires intrafusales sont intégrées dans les fibres extrafusales et contiennent des récepteurs sensoriels proprioceptifs
appelés épines musculaires. Les épines proprioceptives et musculaires des fibres intrafusales utilisent les neurones sensoriels et moteurs
pour remplir leurs fonctions. Le neurone sensoriel qui provient de la colonne vertébrale musculaire transmet un signal lorsqu’un muscle est
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controlent a la fois la contraction musculaire et la réception de I'information
sensorielle.

Les MNs béta sont sous divisés en deux types : statique, innervant les fibres
extrafusales et augmentant la vitesse de tir, et dynamique, qui innerve les
fibres intrafusales et augmente la sensibilité de I'étirement.

o Les MNs gamma (y-MN) : Celles-ci innervent exclusivement la sensibilité des

fuseaux musculaires et régulent des fonctions complexes dans le contrdle
moteur. Les MNs gamma sont distinctifs pour une conduction axonale lente,
en raison du diametre inférieur de I'axone et d’un degré d’arborisation plus
faible. lls ne regoivent I'innervation des neurones sensoriels proprioceptifs
gu’indirectement, de sorte qu’ils ne participent pas directement aux réflexes
rachidiens (Eccles et al., 1960).

lIs n"ont pas non plus de fonction motrice, mais contribuent a la modulation
de la contraction musculaire par stimulation directe des fibres musculaires
intrafusales en augmentant la tension des fibres et, par conséquent, en
imitant la section du muscle.

Il existe deux types de y-MN : dynamique, améliorent la sensibilité

dynamique, et statique, qui améliore la sensibilité a I'étirement.

Figure 7, esquema des fibres musculaires dans la section longitudinale (adapté de Purvas et Williams, 2004). Il est observé
comme le Mns alpha (rouge) inneren (fleche entrante) fibres musculaires extrafusals (brun) alors que Mns gamma (violet) se
connectent avec les fibres intrafusal (bleu) a I'intérieur de la colonne vertébrale (gris clair). Les neurones sensoriels (verts)

transportent des informations sur le Fibres intrafusal dans le systéme nerveux central (fleche saillante). (Stifani, 2014) [6]

étiré. Le motoneurone stimule alors la contraction des fibres musculaires a la fois intrafusales et extrafusales. La contraction des fibres
musculaires intrafusales est induite par la stimulation des motoneurones gamma. (Contraction musculaire - Introduction, s.d..)
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3.1.4 LA NEUROTRANSMISSION ET LE BOUTON C

Les mouvements complexes, tels que la marche, nécessitent la coopération de plusieurs dizaines de
muscles. Pour assurer cette coordination affinée, les MNs de la moelle épiniére doivent étre intégrés
dans un circuit neuronal cohérent et fonctionnel, qui est médié par la neurotransmission. (Zagoraiou
et coll., 2009; Stifani, 2014). Ainsi, la neurotransmission joue un réle important dans la compréhension

des motoneurones et des maladies qui en découlent.

La neurotransmission, également appelée transmission synaptique, est le processus par lequel les
molécules de signalisation, appelées neurotransmetteurs, sont libérées par un neurone (le neurone
présynaptique) et se lient et activent les récepteurs d’un autre neurone (le neurone postsynaptique).
La liaison des neurotransmetteurs peut influencer le neurone postsynaptique de maniere inhibitrice
ou excitative, déterminant son comportement. Il existe plusieurs rapports dans lesquels les principaux
systemes de transmission ont été décrits, autrement appelés neurotransmetteurs, qui constituent des
entrées synaptiques dans les MNs; ceux-ci comprennent le glutamate, la glycine, I'acide y-
aminobutyrique (GABA), I'acétylcholine, la sérotonine, la noradrénaline et les neuropeptides. Tous
fonctionnent & travers des récepteurs inotropes postsynaptiques spécifiques (°Gallart-Palau et al.,

2014)

Figure 8, Diagramme montrant le systéme général de transmission synaptique d’un neurone a un neurone récepteur.

(Orthographe J, 2021) [7]

6 C’est-a-dire qu’ils se lient a un récepteur qui est un canal ionique, favorisant son ouverture et le passage d’ions
qui favoriseront ou inhiberont I’action motrice dans le MN
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Certaines études pionnieres utilisant la microscopie électronique ont décrit la diversité structurelle
des entrées synaptiques dans les MNs. Sur la base de la forme de la vésicule, des spécialisations des
membranes présynaptiques et postsynaptiques et d’autres caractéristiques ultrastructurales,
différents types de synapses ont été définis, y compris les synapses de type F, S et C. Alors que les
boutons de type S correspondent principalement a /a glycine ou au GABA contenant des synapses
inhibitrices, les boutons de type F correspondent aux terminaux excitatifs contenant du glutamate

(Gallart-Palau et al.2014).

Les boutons-C sont des terminaisons nerveuses exceptionnellement grandes (3 a 5 um de long) qui
sont concentrées dans les corps cellulaires des MNs et des dendrites proximales. Dans la région pré-
synaptique, ils contiennent un grand nombre de vésicules synaptiques densément tassées et dans la
région postsynaptique, ils montrent une structure unique constituée d’une citerne souterraine de 10
metres de large adjacente a la membrane de la MN et associée a un empilement de lamelles sous-

jacentes de réticulum endoplasmique.

Figure 9, Union de deux éléments présynaptiques, constitués de terminaisons nerveuses, avec un élément postsynaptique
composé d’une dendrite. Les vésicules présynaptiques SSV (fleche longue) sont appréciées, qui sont des organites spécialisés
pour stocker, transporter et libérer différents types de substances transmettantes, appelées neurotransmetteurs; structures
denses au niveau des membranes pré- et postsynaptiques (triangle) dues a la présence de plusieurs protéines, qui agissent
comme des canaux ou des récepteurs, et celle d’un espace synaptique qui sépare les deux membranes dont la largeur peut

varier entre 15 et 50 nm. (Fernandez Tresguerres J.A, 2010) [8]
Par conséquent, nous pouvons affirmer que les MNs recoivent des synapses neuromodulatrices
cholinergiques, appelées « Boutons-C », en raison de leur association avec la citerne souterraine post-

synaptique (SSC) (Conradi, 1969; Kissane RWP et al.,, 2021) La présence de cette citerne
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caractéristique est ce qui désigne les terminaux de type C (Zagoraiou et al., 2009; Gallart-Palau et coll.,

2014; Navarro et coll., 2017).

L’évidence a montré que le terminal C est cholinergique (Hellstrom et al, 1999). Mais alors que la
nature cholinergique des boutons C a été bien établie, I'origine neuronale de ces entrées était
inconnue depuis longtemps. Plus récemment, I'origine et la fonction des boutons C ont été révélées
comme un petit groupe d’interneurones cholinergiques, situés prés du canal central de la moelle
épiniere, qui module I'activité du MN pendant le comportement locomoteur (Frank, 2009; Witts et

coll., 2018).

En termes simples, le Bouton-C augmente I'excitabilité des a-MNs et, par conséquent, la contraction
musculaire puissante. Ainsi, une compréhension détaillée de ceeux-ci pourrait conduire a une
meilleure compréhension du fonctionnement des MNs et, par la suite, comment ils se dégénérent. En
fait, des études ont révélé que les Boutons-C subissent des changements plastiques dans le MNs
malades apres des lésions de la moelle épiniere et dans les maladies des motoneurones telles que la
Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) et I'’Amyotrophie Spinale (AS) (Casanovas et al., 2017). De cette
maniere, une analyse approfondie de cette structure serait intéressante pour mieux comprendre ces

maladies.

C-bouton \ﬁm
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Motoneuron

Figure 10, anatomie des synapses du bouton C. (A) Une micrographie électronique (adaptée de Conradi, 1969) montrant un
bouton C (C) qui entre en contact avec un motoneurone (MN). (E) Représentation schématique d’une synapse du Bouton C.

(Witts et coll., 2013) [9]
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3.3 L’AMYOTROPHIE SPINALE (AS)

3.3.1 QU’EST-CE QUE LE AS?

Amyotrophie spinale (AS) ou SMA de I'anglais Spinal Muscular Atrophie, est un terme qui comprend
un groupe de pathologies autosomiques récessives ' qui sont principalement caractérisés par la
dégénérescence progressive des a-MNs situés dans la corne ventrale de la moelle épiniere. La maladie
se caractérise par une perte de ces motoneurones inférieurs (ou motoneurones a) qui controlent
I'activité musculaire volontaire, ainsi que par la faiblesse et la paralysie subséquentes des muscles
squelettiques (Figure 18). Bien que la gravité clinique de la maladie varie considérablement, la
faiblesse musculaire caractéristique de I’AS est symétrique, avec une affectation plus prononcée des
membres inférieurs, ainsi que des muscles proximaux par rapport aux distales. En outre, le
dysfonctionnement du muscle intercostal entraine des complications respiratoires causant la mort
prématurée des patients (Talbot K, 1999). Quels que soient les symptomes, la cognition chez ceux-ci

n’est pas affectée (Kolb et Kissel, 2015).

La maladie a été décrite pour la premiere fois par Guido Werdnig (Werding G, 1891) et Johann
Hoffman (Hoffmann J, 1893) au début des années 1890, comme un trouble de faiblesse musculaire
progressive apparu dans I'enfance et entrainant une mort prématurée, bien que I’'adge de la mort soit

variable (Kolb et Kissel, 2015).

Cent ans plus tard, la maladie a été associée a un locus génétique spécifique, grace aux travaux du Dr
Judith Melki, neuropédiatre et chercheuse a I'Institut de la Santé et de la Recherche médicale
(INSERM) (Melki et al., 1990). Plus précisément, I’AS a été liée a deux génes situés dans le bras long
du chromosome 5 (5q13.2) : le gene du motoneurone de survie (SMN, de I'anglais Survival Motor
neuron) (Lefebvre et coll., 1995) qui agit comme un géne déterminant des maladies, et le gene de la

protéine inhibitrice de I'apoptose neuronale (NAIP, de I'anglais Neuronal Apoptosis Inhibitory

7 Cela signifie que deux copies d’un géne anormal doivent étre présentes a) de sorte que la maladie ou le trait
se développe, c’est-a-dire, lorsque seulement les deux parents sont homozygotes (aa) (100 %), que I'un est
homozygote et I'autre hétérozygote (50 %), ou que les deux hétérozygotes (Aa) (25 %).
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Protein), un gene qui se conduit probablement comme un modificateur de phénotype (Roy et coll.,

1995).

En raison d’un événement de duplication intrachromosomique, les humains ont deux copies du gene
SMN : le géne SMN1 et le géne SMN2 (Lefebvre et coll., 1995). La cause la plus fréquente d’AS, dans
environ 95% des cas, est I'élimination ou la mutation du géne SMN1 de ’lhomozygote chez les patients,
tandis que le gene SMN2 est conservé dans un nombre variable de copies. Sans le gene SMN1, le géne
SMN2 fournit suffisamment de protéines résiduelles sur toute la longueur pour la viabilité cellulaire,
mais ce n’est pas suffisant pour maintenir la survie des MNs (Lefebvre et coll., 1997; Wirth, 2000). Par
conséquent, I’AS est donc une maladie causée par de faibles niveaux de protéines et non par une

ablation totale.

Avec une incidence d’environ d'1 entre 6000 a 10 000 naissances vivantes, dont le 60% développent
la forme la plus grave de la maladie approximativement, I'AS est la deuxieme maladie autosomique
récessive la plus fréquente chez ’lhomme et la premiére cause génétique de déces chez I'enfant (Wirth
B et coll., 2006; Montes J et coll., 2009) suivie par la fibrose kystique (Poire, 1978). Actuellement la
fréquence est d’1 sur 54 nouveau-nés pour la population mondiale et d’1 sur 35 pour la population
européenne, signifiant cela qu’en Espagne, il y a vers 1 000 000 de porteurs de la maladie et environ

1 500 familles qui a touché des proches (Verhaart et coll., 2017).

Graphique 18, Atteinte a I'amyotrophie spinale. Les
commandes motrices sont générées dans le cortex
cérébral et transmises par des motoneurones o moelle
épiniere (cellule dessinée en rouge dans le schéma et
indiquée par la fleche verte en (A)). La région de la
corne ventrale (B) d’un patient montre une absence de
motoneurones par rapport au contréle sain (A). Le
muscle squelettique d’un patient (D) a des groupses de
fibres atrophiques (pointe de fleche verte) autour des
fibres hypertrophiques (pointe de fléche blanche) par
rapport aux fibres qui ont une morphologie uniforme
dans les muscles sains (C). Figure tirée de (Lunn, M.R.

et Wang C.H., 2008) [17]
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3.3.2 CLASSIFICATION CLINIQUE DE LA MALADIE

L’AS est trés variable et il existe un large spectre de gravité clinique, de ce fait, la maladie est classée
en quatre types (type 1-4) en fonction de I'age d’apparition et de la capacité motrice maximale acquise
par les personnes affectées (Dubowitz V, 1995; Wang C.H et coll., 2012). Certains auteurs incorporent
un sous-type d’AS supplémentaire, de type 0 ou embryonnaire. Or, chez tous les patients, I'étude
clinique et électrophysiologique est consistent avec une pathologie neurogénique dans laquelle la
perte d’unités motrices et la détérioration fonctionnelle rapide ont lieu peu de temps aprés
I'apparition de la maladie, généralement suivies d’'une phase de stagnation dans laquelle la force

musculaire reste relativement stable (Swoboda K.J et coll., 2005)

Le diagnostic et la classification de la maladie sont généralement effectués en premier par des
parametres cliniques : atrophie musculaire, tremblements, faiblesse, perte de réflexes, mouvements
anormaux de la langue (fasculation) et dénervation ; puis confirmé par des tests génétiques (Kolb et

Kissel, 2015; Russman, 2007).

Graphique 19, les jalons et les trajectoires neuromusculaires de la naissance a la vie adulte dans les types d’AS. L’AS de type
I (rouge) a une phase aigué avec un déclin rapide, ol les patients n’obtiennent qu’un mauvais contréle de la téte. Les patients
de type Il (orange), sans intervention, sont capables de s’asseoir, mais ne parviennent jamais a marcher de maniére
autonome. Les AS de type Il (bleu) et IV (violet) ont un début tardif avec une détérioration plus stable qui leur permet de
maintenir la capacité de marcher pendant des années. Les trajectoires de type 0 ne sont pas représentées. Le développement

neuromusculaire normal est représenté par une ligne verte. Extrait de (Serra-Juhe & Tizzano, 2019). [18]

25



L’AS, ETUDE ET TRAITEMENT AVEC NUSINERSEN

e Type 0 ou prénatal
L’AS de type 0 décrit une maladie avec un début prénatal. Les nouveau-nés de type 0 souffrent
d’une faiblesse et d’une hypotonie?® sévéres et ont des antécédents de réduction des
mouvements foetaux.
Les fasciculations de la langue et I'insuffisance respiratoire rendent |’assistance respiratoire
nécessaire pendant les premiéres heures de la vie. Les patients souffrent également d’un
dysfonctionnement autonome et, dans certains cas, de malformations cardiaques
congénitales (septum). L’espérance de vie est réduite et la plupart sont incapables de survivre
au-dela de 6 mois. (Dubowitz, 1995; Macleod et coll., 1999).

e Typel ou maladie de Werdnig-Hoffman
C’est la forme la plus courante de la pathologie, représentant 50% des patients diagnostiqués
atteind d’AS (Markowitz J.A. et al., 2004). Elle présente les manifestations cliniques les plus
graves, étant diagnostiquée avant I’age de 6 mois de vie (Pearn J.H et al., 1978). Les personnes
touchées ont une hypotonie marquée et une faiblesse musculaire généralisée ; en
conséquence, elles ne possedent jamais la capacité de s’asseoir et les réflexes tendineux sont
réduits ou absents (se manifestant généralement par une posture de « pattes de grenouille »).
La plupart meurent avant les 2 premiéres années de leur vie, car les muscles intercostaux sont
fortement affectés, ce qui entraine une insuffisance respiratoire et un risque accru d’infection.
Parfois, et avec un soutien respiratoire et nutritionnel, les patients peuvent survivre plus de
deux ans. (Finkel et coll., 2014; Thomas et Dubowitz, 1994).

e Type Il ou maladie de Dubowitz
Les patients atteints d’AS de type Il sont diagnostiqués entre 6 et 18 mois de vie, ils sont
capables de s’asseoir, mais la perte progressive de masse musculaire les empéche de rester
insistants et de marcher. L'espérance de vie est faible, mais jamais inférieure a 2 ans de vie,

et dans 70% des cas, ils vivent plus de deux décennies avec des soins de soutien (Mercury et

8 Diminution du tonus musculaire se manifestant par une élasticité élevée de I'individu.
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al., 2016). En raison de la faiblesse musculaire, ces patients ont souvent une cyphoscoliose,
une courbure anormale de la colonne vertébrale, qui peut étre corrigée par une intervention
orthopédique et /ou chirurgicale (Talbot K, 1999; Lunn, M.R. et Wang C.H., 2008)
e Type lll ou maladie de Kugelberg-Welander
Cette forme d’AS a été subdivisée en fonction de I'apparition de la maladie : le type 3a
comprend les patients ayant un début antérieur, agés de 18 mois a 3 ans, tandis que le type
3b couvre ceux dont I'apparition est ultérieure, entre 3 et 21 ans. Les personnes atteintes du
type 3 d’AS peuvent marcher sans assistance, mais ont de la difficulté a courir, a monter des
escaliers ou a monter une chaise. Finalement, a certains moments de leur vie, la faiblesse
proximale progressive des jambes signifie que les patients finissent par avoir besoin d’'un
fauteuil roulant. Comme dans I’AS de type Il, les comorbidités telles que la scoliose et la
faiblesse des muscles respiratoires sont courantes. Bien qu’il soit fréquent que la maladie soit
mortelle a I'dge adulte, avec un traitement adéquat, I'espérance de vie n’est pas modifiée
dans ce groupe (Mercury et coll., 2016; Zerres et coll., 1997).
e Type IV ou adulte

En plus des trois formes d’AS chez les enfants, il existe un quatrieme type ol I'apparition de
la maladie survient a I’adge adulte, généralement dans la deuxieme ou la troisieme décennie
de la vie (Wirth B, 2002). C'est la forme la plus bénigne de SMA et aussi la plus rare car elle
ne représente que moins de 5% des cas de SMA trouvés principalement chez les hommes. Le
processus neurodégénératif est plus lent et les patients peuvent maintenir une vie
relativement normale (ils n’ont pas de problémes respiratoires et la capacité de marcher n’est
pas perdue jusqu’a des stades trés avancés), sans que leur espérance de vie ne soit réduite
(zerres K & Rudnikschoneborn S, 1995). Cependant, il est courant qu’une personne ait besoin

d’utiliser un fauteuil roulant pour se déplacer (Piepers et coll., 2008).
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Type d’AS Age d’apparition Caractéristiques du diagnostic Age de lamort | Proportion vers I'AS
total (%)
Type 0 Prénatal Mouvement réduit dans I'utérus < 6 mois -
Assistance respiratoire requise au

moment de la naissance

Typel < 6 mois Hypotonie et manque de mouvement <2ans 60
Incapacité pour s'asseoir

Type ll < 18 mois Incapacité pour s’asseoir ou marcher 2-10ans 27
de fagon indépendante

Type lll > 18 mois Peuvent perdre I'habilité pour bouger Espérance de 12
ou marcher a I'dge adulte vie normal

Type IV Age adulte Faiblesse légére du muscle proximal Espérance de 1

(> 21 années) vie normal

Tableau 3, classification clinique de I’AS adaptée de (Cerverd C, 2016)

3.3.3 BASES GENETIQUES ET MOLECULAIRES DE LA MALADIE
3.3.3.1 LE GENE SMIN

L’identification du gene a I'origine de la maladie a commencé en 1990, lorsque, grace a I'analyse des
ligaments génétiques chez des patients atteints d’AS de type |, Il et lll, environ 10 cM® du chromosome
5g11.2-q13.3 ont été limités a la région ou il pouvait étre localisé (Melki Jet al., 1990 & Brzustowicz
L.M et al., 1990). Le développement de nouveaux marqueurs polymorphes a permis de réduire
I'intervalle a une région critique inférieure a un Mb (Melki J et al., 1993 & Wirth B et al., 1995). Enfin,
en 1995, le SMN a été identifié comme le géne a I'origine de la maladie. Ceci est situé dans une région
complexe d’environ 500 kb trés instable, qui est liée a des réarrangements intrachromosomiques, y
compris des duplications de génes, des conversions de génes et des délétions de novo (Lefebvre S et
al., 1995).

En vise de ce qui a été commenté préalablement, dans la région génomique responsable de I'AS, on
trouve deux copies du SMN: le geéne SMN1 (ou télomérique) et le gene SMN2 (ou centromérique)
(Figure 20). Les deux copies different par des changements nucléotidiques silencieux dans 5 positions

spécifiques (Lefebvre S et al., 1995 & Burglen L et al., 1996). La différence critique causée par la

9 Centimorgan, une unité de mesure de la fréquence de la recombinaison génétique. Cela équivaut a une
probabilité de 1% que deux marqueurs d’un chromosome se séparent I'un de I'autre en raison d’un événement
de recombinaison pendant la méiose (qui se produit lors de la formation des ovules et des spermatozoides). En
moyenne, un centimorgan correspond a environ 1 million de paires de bases dans le génome humain.
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fonctionnalité partielle du géne SMN2 est la transition d’un nucléotide C par un T a la position +6 dans
I'exon 7.

Le géne SMN présente, au niveau génomique, une taille de 28 kb et se compose de 9 exons et 8 introns
(Lefebvre S et al., 1995 & Chen Q et al., 1998). Les transcriptions du SMN ont une taille de 1,5 kb, sont
exprimées dans tous les tissus somatiques et codent pour une protéine de 294 acides aminés et 38
kDa. Le niveau d’expression de la protéine dans la moelle épiniére est de I'ordre de 50 a 100 fois plus
élevé que celui d’autres tissus (Coovert D.D et al., 1997 & Lefebvre S et al., 1997).

Il convient de noter la haute conservation tout au long de I’évolution du géne SMN, qui est présent
dans tous les organismes : des levures aux humains (Schrank B et al., 1997 ; Miguel-Aliaga | et coll.,
1999 ; Paushkin S et coll., 2000)._ Cependant, la copie SMNZ2 est exclusive aux humains, tandis que le
reste des vertébrés et des invertébrés ont une seule copie appelée SMN 1 (Rochette C.F et al., 2001).
Environ 98 % des patients atteints d’AS présentent une perte fonctionnelle homozygote du gene
SMIN1, causée par des délétions, des réarrangements ou des mutations (Lefebvre S et al., 1997 &
Hahnen, E., et al., 1995). D’autre part, toutes les personnes touchées conservent au moins une copie
du géne SMN2. L’absence totale de SMN est embryonnairement létale. Ainsi, le degré de gravité de la
maladie est inversement corrélé avec le nombre de copies de SMN2 présentées par ces personnes
(Wirth B, 2000).

3.3.3.2 LE TRANSCRIT

Méme si les genes SMN1 et SMN2 différent en 5 nucléotides, les changements sont silencieux lors de
la traduction, codant ainsi pour la méme protéine. Or, la variation d’'un C par un T a la position +6 de
I’exon 7 dans le gene SMN2 modifie la séquence nécessaire a la maturation correcte de I’ARNm.
D’une part, il a été décrit que le changement nucléotidique modifierait la séquence d’un ESE (exonic
splicing enhancer), désactivant ainsi la capacité d’inclure un exon (Cartegni L & A.R. Krainer, 2002) ;
d’autre part, il a été proposé que le passage de Ca T créerait un nouveau ESS (exonic splicing silencers),

provoguant ainsi le retrait d’un exon de la séquence (Kashima T. & J.L. Manley, Année 2003).

29



L’AS, ETUDE ET TRAITEMENT AVEC NUSINERSEN

Figure 20, Génes SMN, maturation et traduction de ’ARNm. La perte de SMIN1 détermine des niveaux réduits de protéine
SMN. A) Les génes SMN1 et SMN2 présentent une séquence identique a | 99, 9% avec un changement critique de Ca T a la
position +6 de I'exon 7. B) Cette variation nucléotidique affecte la maturation des ARNm, de sorte que la plupart des
transcriptions du gene SMN 2 ne possedent pas I’'exon 7. C) Le manque d’acides aminés codés par I’exon 7 confere une
capacité d’oligomérisation réduite, réduisant I’efficacité et la stabilité du SMN prothéine. Figure adaptée de (Burghes A.H &

C.E. Beattie, 2009) et extraite de (Cervero C, 2016) [19]

Méme si’il n'y ait pas d’études concluantes pour expliquer le mécanisme, le résultat est une
maturation alternative (ou un splicing alternatif) dans 90% des ARNm a partir de cette copie du gene
(Figure 20). De ce fagon, la traduction de ces ARNm alternatifs aboutit a une protéine tronquée,
appelée SMNA7, de seulement 282 acides aminés ol I'exon 7 est exclu (Lorson C.Let al., 1999; Lorson
C.L. & E.J. Androphy, 2000) et possédant une capacité d’oligomérisation altérée (Lorson C.L et al,,
1998). En conséquence, sa stabilité est réduite (Figure 21) par rapport a celle possédée par la protéine

FL-SMN (f-eye-length) du géne SMN1.
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Figure 21, Génétique de I'amyotrophie spinale. Les patients atteints de SMA présentent des délétions homozygotes ou des
mutations ponctuelles du géne SMN1, mais conservent toujours au moins une copie du géne SMN2. Figure adaptée de

(Monani U.R, 2005), tirée de (Cervio C, 2016) [20]

3.3.3.3 LA PROTEINE

La protéine FL-SMN ou SMN, de 38 kDa, est constituée de 294 acides aminés et est exprimée de fagon
omniprésente ° (Lefebvre et coll., 1995), avec des niveaux d’expression plus élevés chez les
motoneurones de la moelle épiniére (Coovert D.D et coll., 1997). Au niveau subcellulaire, il est localisé
a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. La distribution cytoplasmique de la protéine SMN est
diffuse, comme on I'observe avec les immunomarquages dans divers types de cellules, et fait partie

d’un complexe multiprotéique stable appelé « complexe SMN ».

Figure 22, Structure du complexe SMN. La protéine SMN interagit directement et indirectement avec différents membres de

la famille des protéines associées aux « gemmes » nucléaires. Figure tirée de (CauchiR.J, 2010) [21]

Ce complexe est composé de la protéine SMN, gémines 2-8 et UNRIP (UNR interacting protein ou
STRAP) (Figure 22). D’autre part, le noyau est situé formant des structures bien définies appelées
« gémeaux de corps enroulés », des petites structures nucléaires pointues qui sont a proximité de
corps roulés (Liu Q. & G. Dreyfuss, 1996; Burlet P et coll., 1998). Comme leur nom l'indique, ces
structures sont similaires en taille et en nombre aux corps de Cajal (structures nucléaires enrichies en
snRNP, la Ribonucléoprotéine Petite et Nucléaire susmentionnée (Fakan S et al., 1984) et sont

fréquemment associées aux deux structures (Liu Q. & G. Dreyfuss, 1996).

0] est donc présent dans toutes les parties du corps.
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3.3.3.4 FONCTIONS DE L'SMN

Afin de bien comprendre la pathologie de I'AS, il est nécessaire de mentionner les fonctions les plus

caractéristiques et les roles joués par la protéine exprimée par le géne SMN chez I’humain.

L'SMN est une protéine multifonctionnelle qui est localisée dans tout le cytoplasme, dans le noyau et
dans I'axone et les NMJs des MN (Riboldi G.M et al., 2021) et fonctionne dans le cadre d’un complexe
multiprotéique, le complexe SMN, qui joue un role essentiel dans la biogenése du snRNP et le splicing

de I’ARNm. Par conséquent, cette biogenese du snRNP est altérée dans les cellules des souris d’AS.

Ces observations ont donné lieu a une question centrale : alors que la protéine SMN influence le
traitement de I’ARN dans toutes les cellules, la protéine a-t-elle une fonction supplémentaire et
unique dans les MNs ? Une explication parcimonieuse pourrait étre que les conséquences dérivées
d’un traitement altéré de I'’ARN résultant d’une expression insuffisante du SMN ne sont pas favorables
soit au développement des MNs, soit a la survie ou aux deux. En ce sens, puisque le transcriptome du
MN est unique, une altération globale du splicing, par exemple, pourrait avoir un effet unique sur le
transcriptome des motoneurones. Les fonctions pertinentes de la protéine SMN dans I’AS est un
domaine de recherche actif qui promet d’ajouter a notre compréhension de la biologie fondamentale

qui peut étre pertinente dans d’autres troubles affectant la MN inférieur. (Kolb SJ et al., 2015)

La perte de plus d’'une de ces fonctions contribue probablement a la dégénérescence du

motoneurone. Or, la multifonctionnalité de SMN a été excellemment examinée ailleurs.

Ainsi, plusieurs études récentes illustrent deux fonctions différentes : I'SMN fait partie de la
machinerie qui assemble les composants splicéosomaux. On a émis I’"hypothése que cela conduisait a
une déficience générale de I'hélice et que les motoneurones y étaient particulierement sensibles.
Cependant, étant donné que I'épissage n’est pas un processus limité aux neurones ou aux MNs, il est
possible que ce soit la fonction de « maintien » de la protéine SMN qui affecte toutes les cellules et

tous les organes.

32



L’AS, ETUDE ET TRAITEMENT AVEC NUSINERSEN

Une fonction plus spécifique est la participation de la protéine SMN dans le cytosquelette d’actine
neuronal. Il interagit directement avec la prophylaxie-2a, une protéine de liaison a I’actine qui y est
spécifiguement exprimée. L'absence de la protéine SMN conduit a une accessibilité accrue de la
prophylaxie-2a pour sa Rho-kinase®! située en amont (ROCA). En effet, la prophylaxie-2a devient
hyperphosphorylate en induisant un déreglement neuronal spécifique du cytosquelette d’actine.

(Riboldi G.M et al., 2021)

3.3.3.5 CORRELATION GENOTYPE/PHENOTYPE

Vues les corrélations génétiques et fonctionnelles, la question réside dans la fagon dont le défaut d’'un
seul géne peut produire un large éventail de gravité clinique. La solution est simplifiée a la duplication

génétique de SMIN1, le gene SMN2, déja présentée.

Des études subséquentes sur le génotype et le phénotype confirment que parmi les types d’AS, il
existe une corrélation entre le nombre de copies génétiques de SMN2 et la gravité de la maladie
(Lefebvre et coll., 1995; Mailman et coll., 2002). Au fur et a mesure que le nombre de copies de SMN2
augmente, la quantité de production stable de protéines SMN en toute sa longueur incrémente
contemporainement, et la maladie se manifeste légérement. Les patients atteints de la forme sévéere
d’AS, de type 1, ont généralement une ou deux copies de SMN2, tandis que les patients de type 2 et

de type 3 d’AS la plupart ont des copies 3 et 4 de SMN2, respectivement.

Type d’AS Copies Niveaux d’SMN produits
SMN2 (%)

Type O 1 5

Type | 1-2 10

Type Il 2-3 15

Type Il 3-4 20

Type IV >4 25

Tableau 4, Nombre d’exemplaires et quantité de SMN produits en type différents types d’AS. Le nombre de copies du géne
SMN?2 détermine la quantité de protéine SMIN produite et est donc en corrélation avec la gravité de I’AS (adapté de Mailman

et coll., 2002; De-La-Fuente S, 2020).

1 protéine de type kinase qui est principalement impliquée dans rl'émulation de la forme et du mouvement des cellules en agissant le soufre
dans le cytosquelette. Voir plus dans la section sur les nouvelles stratégies thérapeutiques (3.4.2)
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Méme si le nombre de copies de SMN2 est le principal déterminant de la maladie, il est non seulement
possible d’expliquer la variation de gravité clinique observée dans le phénotype d’AS a I'aide de ce
phénomeéne. C'est le cas des patients discordants, ol les patients atteints d’AS avec le méme nombre
de copies de SMIN2 présentent des symptomes différents qui suggérent I'existence d’autres facteurs

modificateurs phénotypiques (Calucho et al., 2018).

Figure 23, Pourcentage du nombre de copies de patients pour chaque type d’AS. En 1995, la corrélation génotype/phénotype
entre le nombre de copies du gene SMIN2 et la gravité de I’AS a été découverte (d’aprés Mailman et coll., 2002). [22]

3.3.4 MODELES MURINS D’AMYOTROPHIE SPINALE

La découverte du géne SMN et sa haute conservation tout au long de I'évolution ont permis I'étude
de la maladie grace au développement et a I'analyse de divers modeles animaux qui présentent de
nombreux symptomes pathologiques et électrophysiologiques observés chez les patients atteints
d’AS. Parmi eux se trouvent des organismes invertébrés, tels que Caenorhabditis elegans (Briese M et
al., 2009) et Drosophila melanogaster (Rajendra T.K et al., 2007 ; Chang H.C et al., 2008 ; Dimitriadi M
et al., 2010), en plus des organismes modeles de vertébrés, y compris : Dario rerio (McWhorter M.L et
al., 2003 & Boon K.L et al., 2009), Xenopus laevis/tropicalis (Ymlahi-Ouazzani Q et al., 2013 & Winkler
C et al., 2005) et Mus musculus (Edens B.M et al., 2015).

L'étude et la caractérisation des modeéles murins sont trés utiles pour comprendre la fonction
biologique du géne SMN dans le systeme nerveux et la pathogenése de la maladie, car les souris sont
parmi le large éventail de modeéles animaux d’AS les plus largement utilisés ayant ceux-ci des
caractéristiques neuromusculaires plus similaires a celles des humains. En outre, ils sont présentés

comme un puissant outil préclinique pour tester d’éventuelles substances thérapeutiques.
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Plusieurs stratégies ont été concues pour développer des modeles qui récapitulent les caractéristiques
pathologiques des patients atteints d’AS étant aussi similaires que possible au génotype humain qui
cause la maladie. Comme mentionné ci-dessus, les souris possedent un seul gene SMN qui produit des
transcriptions complétes, équivalentes a celles du SMN1 humain, et ne présentent aucune copie
comparable au géne SMN2 (Rochette C.Fetal., 2001 & DiDonato C.J et al., 1997). Par suite, la délétion
homozygote du géne murin SMN est létale sur le plan embryonnaire, provoquant une mort cellulaire
massive avant I'implantation (Schrank B et coll., 1997). Deux groupes de recherche scientifique ont
décrit un sauvetage de la |étalité embryonnaire en exprimant le géne SMN2 humain chez des animaux
knock-out (KO) pour le SMN (Hsieh-Li, H.M., et al., 2000 & Monani, U.R., et al., 2000). En effet, ils ont
démontré comment le nombre de copies du transgene modifiait la gravité de la maladie. Ainsi, les
souris qui ont une ou deux copies du gene SMN2 sont impossibles a distinguer des contrdles (WT) a la
naissance mais meurent avant le jour postnatal 7 (P7) avec une perte de 40% des MNs. Ce modele
(Smn”-; SMN2*/*) est considéré comme une représentation de I’AS de type | la plus grave (SMAT1).
D’autre part, les animaux avec plus de quatre copies du géne SMN2 présentent un sauvetage complet
et une espérance de vie normale, ce qui indique qu’un incrément de I'expression de FL-SMN a partir

de SMIN2 modifierait positivement la pathologie de I’AS.

Plus tard, sur la base de cette théorie, un deuxieme transgene contenant ’ADN complémentaire du
SMN-2 humain a été introduit sur ce fond génétique, dans le but de créer un modéle moins sévere (Le
T.T et al., 2005). Ce modéle, appelé « SMNA7 » (Smn”-; SMN2*/*; SMINA7+/*), prolonge la demi-vie de
I'animal jusqu’a 13 jours postnatals (P13) et présente des symptémes et une neuropathologie
similaires a ceux des patients atteints d’AS de type Il. La création de ce modele a supposé une preuve
in vivo que, bien gu’elle soit rapidement dégradée, la protéine SMNA7 conserve la capacité de

s’associer a la protéine SMN et de stabiliser le complexe SMN.
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Dans ces modeles, les plus grandes considérations phénotypiques sont I'affectation des MNs et la
réduction de la fonctionnalité motrice (Figure 24). La perte des MNs a été associée a des stades
avancés de la maladie (Dachs E et al., 2011 & Monani U.R et al., 2000), de sorte que de nombreuses
recherches se sont concentrées sur la pathologie des NMJs. Des défauts y ont été décrits, avant la
mort neuronale, tels que I'accumulation de neurofilaments (NF) dans les terminaux présynaptiques,
le manque de maturation et d’organisation des récepteurs de I'acétylcholine dans la structure
postsynaptique, la réduction de la libération de vésicules synaptiques, la faible régulation des
protéines présynaptiques et la présence de branches axonales isolées des NMJs (McGovern V.L et al.,

2008 & Torres-Benito L et al., 2011).

Figure 24, Représentation temporelle des principaux événements cellulaires et symptomatiques au cours du développement
embryonnaire et postnatal du modeéle murin sévere ou de type | (Smn- /- ; SMN2+ /+) et SMNA7 (Smn - /- ; SMN2+ /+; SMINA
7+ /+). (Figure tirée de Sleigh, J.N et coll., 2011) [23]

Dans un second temps, une approche différente pour réduire les niveaux de protéines SMN chez la
souris a été fournie par Bowerman (Bowerman, M., et al., 2012) qui, sur la base d’une mutation décrite
préalablement, (DiDonato C.J et al., 2001 & Hammond S.M et al., 2010) a créé un modele murin d’AS
appelé Smn2B / -. La mutation 2B, générée par une substitution de 3 nucléotides dans I'exon 7,

modifie le splicing du géne SMN (Figure 25) de la méme maniere que l'altération produite par le
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changement d’un seul nucléotide dans le gene SMN2, a la différence qu’un niveau plus élevé de
protéine FL-SMN est exprimé par rapport a la protéine FL-SMN a partir de la traduction du géne SMN2.
Par conséquent, avoir plus de protéines fonctionnelles entraine la création d’un modele murin plus
doux d’AS, avec un début symptomatique ultérieur et qui représenterait, de maniére plus réelle que

les modeéles les plus sévéres, la pathologie des patients atteints de I'AS de type II-lil.

Figure 25, Mutation SMIN2B et conséquences sur la traduction . La substitution de 3 nucléotides dans I’exon 7 provoque une
réduction de la production de la protéine FL-SMN, de sorte qu’environ 70% du résultat de la traduction est une protéine SMN
A7. (extrait de Cerverd C, 2016) [24]

Cette caractéristique, ainsi que le fait qu’elle présente une progression plus lente et plus durable de
la maladie, fait un modele intéressant pour I’étude de la pathologie de I’AS au cours d’une évolution
plus longue. D’autre part, il est présenté comme une alternative pour l'identification et le
développement de stratégies thérapeutiques indépendantes du géne SMNZ2. De plus, ce modele
permet une approximation plus réelle de I'efficacité que les thérapies possibles pourraient avoir chez
les patients ayant une affectation plus légére.

3.3.5 L’AMYOTROPHIE SPINALE EN TANT QUE PATHOLOGIE MULTISYSTEMIQUE

3.3.5.1 L’AFFECTATION DU SYSTEME NEUROMUSCULAIRE

Les caractéristiques cliniques prédominantes dans I'AS sont la faiblesse musculaire et I'atrophie
attribuées au dysfonctionnement et a la perte des MNs. Or, la disponibilité limitée de matériel
provenant de patients atteints d’AS limite une analyse approfondie au niveau cellulaire. La plupart des

études menées a terme jusqu’a présent ont été réalisées dans des tissus d’autopsies de patients, de
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sorte que les résultats ne correspondent qu’au stade terminal de la maladie (Crawford T.O0 & C.A
Pardo, 1996). Ce fait a empéché une étude physiopathologique a un stade précoce, et il n’y a
actuellement aucun consensus sur le type de cellule qui est le premier affecté dans la SMA. Par suite,
deux hypotheses sont combattues pour répondre a cette question ; le premier indique que le MN est
le premier type de cellule affecté par un déficit d’'SMN ; alors que la seconde est fondée sur le fait que
les structures cellulaires qui dégénérent d’abord avec les structures cellulaires ol se produisent les
premiers événements moléculaires ne doivent pas nécessairement coincider (Conforti L et al., 2007)
défend une affectation initiale du muscle et des synapses, y compris les axones neuronaux et les
plagues motrices, expliquant la dégénérescence du soma du MN a la suite d’'une déconnexion

(axonopathie distale ou « dying-back »).

Afin de connaitre le tissu ol commence la pathogeneése, plusieurs groupes de chercheurs ont étudié
les effets directs dans certains tissus de la diminution du SMN, ainsi que la restauration de la protéine,

en utilisant des modéles murins ol le niveau de SMN était modulé dans des tissus spécifiques.

D’une part, en utilisant un modele knock-out spécifique aux tissus et des souris avec un fond génétique
de deux copies de SMN2, Park et son groupe de chercheurs (Park G.H et al., 2010) ont éliminé le SMN
uniquement dans les cellules progénitrices des MNs, entrainant une dégénérescence neuronale et une
faiblesse musculaire. Malgré la démonstration d’'une exigence de SMN par ces motoneurones, le
phénotype était moins sévere que celui montré par les souris SMNA7, avec une survie de plus de 12
mois chez 70% des animaux étudiés. D’autre part, la réintégration sélective du SMN chez les MNs
d’animaux SMNA7 a empéché le dysfonctionnement synaptique des NMJs, mais elle n’a pas empéché
la mort neuronale, et I'effet global sur le phénotype neuromusculaire et la survie était relativement
modéré (Martinez T.L et al., 2012). De plus, la restauration du SMN chez les MNs d’'un modéle de SMA

a létalité embryonnaire, malgré la prévention de la perte de synapses sensorimotrices, n’a augmenté

la survie qu’a 5 jours postnatals ou P5 (Gogliotti R.G et al., 2012)
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Autrement, avec 'objectif de déterminer si les changements musculaires sont une conséquence de la
dégénérescence des MNs ou s’ils contribuent directement a la pathogenése de la SMA, Cifuentes et
son équipe (Cifuentes-Diaz C et al., 2001) ont créé un modele murin ou le SMN a été sélectivement
retiré du muscle squelettique. Le déficit en SMN a conduit a un phénotype sévere caractérisé par
I"apparition d’une paralysie musculaire a trois semaines de vie, avec une demi-vie de 33 jours. En
outre, des fibres nécrotiques entourées de cellules mononucléaires infiltrées, une désorganisation du
sarcolemme, une diminution de la protéine dystrophine et une faible proportion de noyaux centraux
ont été observées, indiquant ensemble une diminution de la capacité de régénération musculaire et
une affectation intrinseque du muscle en raison du déficit en SMN. Il convient toutefois de noter que
ce modele présentait une suppression compléte du NMS au muscle, un scénario qui ne se produit pas

dans le SMA, car, bien qu’il soit faible, il maintient un niveau nms.

Par conséquent, lyer et d’autres auteurs (lyer C.C et al., 2015) soutiennent que I'élimination du SMN
uniquement dans le muscle, en utilisant un animal avec un fond génétique de deux copies de SMIN2
et SMNA7, n’a pas de conséquences phénotypiques. En outre, la restauration des niveaux normaux
de SMN dans le muscle, a I'aide du modéle murin SMNA7 et du modele sévére (Gavrilina T.O et al.,
2008) n’a causé aucun changement phénotypique par rapport aux animaux malades. Ces deux études
complémentaires indiqueraient que le muscle maintient une fonction normale malgré des niveaux
réduits de SMN et que toute altération serait une conséquence de dommages antérieurs a d’autres
tissus. D’autre part, la restauration du SMN chez les progéniteurs des fibres musculaires a conduit a
un sauvetage de la diminution de la taille des fibres ainsi qu’a une amélioration du phénotype moteur
et de la survie, mais elle n’a eu aucun effet sur les synapses centrales ou les défauts au niveau des
NMlJs. En prenant en compte tous ces rapports fruits des expérimentations, on pourrait conclure que

I'implication directe du muscle dans la pathogenése de I’AS reste un débat controversé.
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Dans I'ensemble, cela suggérerait que, bien qu’ayant été considéré comme une maladie purement
neuromusculaire qui affecte les MNs et les muscles squelettiques, I’épuisement du SMN dans d’autres
cellules et tissus au-dela du systeme neuromusculaire pourrait contribuer a la pathogenese de la SMA,
compte tenu d’une affectation plus répandue.

3.3.5.2 LES EFFETS D’AUTRES POPULATIONS NEURONALES

Il a été postulé que, chez les humains (Ito, Y., et al., 2004 & Shishikura K et al., 1983) et les souris,
I'absence de SMN affecte d’autres populations cellulaires dans le cerveau. Par exemple, un modeéle
d’AS sévere a décrit une perte de neurones corticospinaux (par Errico P et al., 2013) ainsi que des
problémes de prolifération cellulaire et de neurogenése 2, entrainant des altérations du
développement de I'hippocampe (Wishart T.M et al., 2010). D’autre part, la perturbation des voies
sensorielles a été rapportée a la fois chez des patients atteints de la maladie (Rudnik-Schoneborn S et
al., 2003) et dans plusieurs modeéles murins (Jablonka S et al., 2006 & Ling K.K et al., 2010). De plus, il
a été noté que dans le modele SMNA?7, la perte du nombre et de la fonction des synapses afférentes
(et donc de la connexion fonctionnelle entre les neurones sensoriels et les motoneurones de la moelle
épiniére) a lieu par étapes antérieures a la perte des MNs, survenant méme aux stades prénataux
(Mentis G.Z et al., 2011 et Tarabal O et coll., 2014). Toutes ces études suggerent que cet événement
a un stade précoce contribuerait a la pathogenese et aux problemes fonctionnels de I’AS. Néanmoins,
d’autres études suggerent que des défauts dans les connexions neuronales se produisent a la suite de
la pathologie intrinseque des MNs, arguant que la perte de synapses sensorielles peut étre évitée en
augmentant sélectivement les niveaux de SMN chez ce type de cellules.

En méme temps, des études avec un modele KO de Drosophila melanogaster pour le SMN suggerent
que le manque de protéine SMN affecte en premier lieu une sous-population de neurones sensoriels
cholinergiques et d’interneurones spinaux et que, a la suite de I'altération de leurs fonctions, un

dysfonctionnement des MNs a lieu (Tarabal O et al., 2014)

12 C’est-a-dire la formation de cellules neuronales.
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Méme s'il n’existe pas d’études concluantes pour postuler le mécanisme définitif d’affectation des
différentes populations neuronales et les connexions entre elles, il existe des preuves claires que les
motoneurones ne sont pas la seule population neuronale affectée par des niveaux insuffisants de SMN

(Figure 26).

Figure 26, circuit neuromusculaire dans I'amyotrophie spinale. Figure tirée de (Imlach W.L et al., 2012) [25]

3.3.5.3 LES EFFETS SUR LA GLIE

Les astrocytes ou la glie sont les cellules les plus abondantes du systéme nerveux central et
remplissent des fonctions importantes dans des conditions normales, telles que le maintien de la
barriere hémato-encéphalique, la sécrétion de facteurs de croissance et la régulation du métabolisme
neuronal et de 'homéostasie, étant d’'une importance vitale leur implication dans la mise en tampon
des ions extracellulaires et des neurotransmetteurs (D.D. Wang, 2008). Des chercheurs plus récents
attribuent a la glie, a la fois I'astroglie et la microglie, un réle clé dans le controle de la formation des
synapses neuronales ainsi que dans leur fonction, leur plasticité et leur élimination (Chung W.S et al.,

2015).

La glie a été altérée dans les derniers stades de plusieurs pathologies du systéme nerveux (Ransohoff
R.M & V.H. Perry, 2009), y compris I’AS, ol une activation astrogliale et microgliale marquée a été
annalysée. Des études menées dans le modele murin SMNA7 et dans les astrocytes de cellules
pluripotentes induites de patients ont décrit des altérations morphologiques de ces cellules, en plus
d’une augmentation des taux de calcium basal et d’'une diminution de la réponse aux stimuli ATP, fait

qui témoigne d’une altération de la fonction des astrocytes dans la neuropathologie de I’AS (McGivern
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J.V et al.,, 2013). En outre, la restauration des niveaux de SMN dans la glie, en plus des MNs, a un
impact plus important sur la survie des animaux malades, par rapport a la réinitialisation exclusive
chez les motoneurones (McGovern V.L et al., 2015). De plus, la restauration du SMN uniquement dans
les astrocytes, a I'aide de plusieurs modéles murins (SMNA7 et Smn2B/-), a révélé un incrément de la
survie et de I'atténuation de I'astrogliose, ainsi qu’une diminution partielle des défauts dans les NMJs

et une perte de synapses proprioceptives (Rindt H et al., 2015).

Tandis que I'astrogliose et la microgliose marquées dans I’AS ont été documentées dans les stades
finaux, le dysfonctionnement et la perte de synapses peuvent survenir a des stades plus précoces, ce
qui signifierait, en tenant en considération de tous les résultats susmentionnés ainsi que de
I'implication de la glie dans le bon fonctionnement des synapses, que cette population du systeme

nerveux central pourrait étre directement impliquée dans cette neuropathologie.

3.3.5.4 AUTRES AFFECTATIONS DANS LES CELLULES ET LES TISSUS AU-DELA DU SYSTEME NERVEUX

De plus en plus, les études rapportent I’AS comme une pathologie des cellules et des tissus au-dela du
systeme neuromusculaire. Les malformations cardiaques et les arythmies sont I'un des phénotypes
périphériques les plus courants chez les patients et les modeles murins atteints (Heier C.R & C.J.
DiDonato, 2009; Bevan A.K et coll., 2010). En supplément, des malformations cardiaques structurelles
qui précédent le dysfonctionnement du MN (Shababi M et coll., 2010) et qui peuvent exister
indépendamment de la pathologie neuromusculaire et de la déconnexion ont été décrites. Il est
intéressant de noter que, dans un modele d’AS sévére, les traitements basés sur l'incrément des
niveaux d’'SMN provoquent une diminution des malformations cardiaques. Toutes ces observations
suggerent un role crucial du SMN dans le développement et la fonction cardiaques (Shababi M et al.,
2012). En addition, le pancréas, le foie, les poumons et les intestins ont été signalés comme étant
affectés; ainsi que les anomalies vasculaires, la nécrose et les anomalies de la teneur et de la densité
des minéraux dans les os (Figure 27). De méme, des niveaux insuffisants de SMN ont également été

associés a des altérations du systeme immunitaire de souris atteintes d’AS sévere, ol une atrophie de
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la rate et du thymus a été observée, et une apoptose massive dans le cortex de ce dernier. (Cervero

C, 2016)

Etant donné qu’il existe un consensus définitif, I’affectation de tissus et d’organes non neuronaux a
été apercue en paralléle avec la pathologie du systeme nerveux et des muscles, ce qui suggére que la
carence en SMN provoquerait un trouble multisystémique et non une maladie pure du systéme

neuromusculaire.

Figure 27, Diagramme de la pathologie systématique dans I’'amyotrophie spinale. Plusieurs organes et tissus ont été affectés
dans la SMA. Les organismes ol la pathologie a été observée sont indiqués. Figure tirée de (Hamilton G & T.H Gillingwater,

2013) [26]
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3.4 STRATEGIES THERAPEUTIQUES POUR LE TRAITEMENT DEL ‘AS

3.4.1 STRATEGIES THERAPEUTIQUES ACTUELLES

3.4.1.1 STRATEGIES THERAPEUTIQUES SPECIFIQUES

Dans cette étude, les stratégies thérapeutiques utilisées ont été classées en fonction des pathologies

que l'on peut voir dans le phénotype du patient. Comme déja mentionné ci-dessus, il n’est pas

seulement basé sur I'atrophie musculaire due au dysfonctionnement du systéme neuromusculaire,

mais d’autres conditions graves ont également été observées. (voir rubrique 3.3.5)

Paralysie :

La principale caractéristique de I'AS est la faiblesse musculaire progressive et I'atrophie. Dans
les cas les plus graves, cette atrophie peut finir par produire une paralysie musculaire.
Conséquemment, afin de maintenir la force musculaire et de prévenir les articulations rigides,
une physiothérapie controlée et de I'exercice sont recommandés. Or, a mesure que la maladie
progresse, le soutien orthopédique des bras et des jambes, les appareils de marche
orthopédiques, les synthétiseurs vocaux et les fauteuils roulants, et accompagnés de périodes
vitales avec capacité motrice, sont des éléments qui peuvent devenir nécessaires (Finkel et
coll., 2018; Mercury et coll., 2018).

Complications pulmonaires :

Une autre pathologie des patients atteints d’AS, plus spécifique cependant, est
I’affaiblissement du mucus intercostal qui provoque la dépendance exclusive au diaphragme
pour respirer (bien que leur action ne soit effectuée que par inhalation). Par la suite, il conduit
a une détérioration respiratoire progressive. Cela provoque une hypoventilation pendant le
sommeil, une toux altérée avec un nettoyage inadéquat des sécrétions des voies respiratoires
inférieures et une pneumonie récurrente. La diminution de la fonction respiratoire se termine
généralement par la mort des patients en raison d’une insuffisance respiratoire. La prise en
charge existante pour traiter les probléemes respiratoires comprend des exercices

respiratoires, une aspiration orale des muqueuses pour éclaircir la gorge, la vaccination contre
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la grippe et, dans les cas les plus graves, une ventilation assistée pour soutenir la respiration
(Finkel et coll., 2018; Mercury et coll., 2018).

e Complications orthopédiques :

L'une des complications les plus courantes chez les patients est le développement de la
scoliose, des contractions articulaires et des luxations de la hanche. Sans traitement, la
scoliose progressive peut affecter la fonction pulmonaire et la fonction cardiaque, dans les cas
graves. Initialement, le traitement de la colonne vertébrale le probleme est I'utilisation d’une
barre arriere, pour forcer la colonne vertébrale a se développer correctement et soutenir le
dos. Dans les cas plus graves, une intervention chirurgicale est nécessaire pour redresser la
colonne vertébrale avec des crochets métalliques et des baguettes (Finkel et coll., 2018;
Mercury et coll., 2018).

e Problemes nutritionnels :

La dysmotilité 13 gastro-intestinale dans I’AS entraine une vidange gastrique retardée,
constipation, reflux par aspiration et gastro-cesophage. Si les muscles de la machoire et de la
gorge sont également affectés, ils peuvent causer des difficultés a avaler et a se nourrir, ce qui
entraine une perte de poids et affecte la croissance des enfants. Les retards de croissance et
les problémes nutritionnels peuvent étre traités avec un régime strictement réglementé ou
des sondes d’alimentation dans les cas les plus graves (Finkel et al., 2018; Mercury et coll.,
2018).

e Acidose métabolique :

Le métabolisme aberrant du glucose peut comporter une acidose métabolique sévere avec
acidurie dicarboxylique et de faibles concentrations de carnitine sérique, ce qui peut étre
prévenue en évitant le jeline prolongé chez les patients atteints d’AS (Finkel et al., 2018;

Mercury et coll., 2018).

13 Le cou, les muscles du systéme digestif ou les nerfs qui les contrélent ne fonctionnent pas comme ils le
devraient.
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3.4.1.2 STRATEGIES THERAPEUTIQUES NON SPECIFIQUES

Dans la maladie, il est courant d’utiliser des médicaments qui n’ont pas été spécialement congus pour

celle-ci. lls sont utilisés pour traiter des symptomes spécifiques ou pour prévenir les complications

dans la pathologie. Le plus courant est I'utilisation de relaxants musculaires (tels que le bacloféne, la

tizanidine, les obenzodiazépines) pour éviter la raideur et la tension musculaire, autrement appelée

spasticité. D’autres médicaments soit le Botox (onabotulinumtoxinA), I’amitriptyline, I’'Robinul

(glycopyrola) ou I’AtropPen (atropine) sont utilisés pour prévenir la production excessive de salive et

les spasmes de la machoire (Finkel et al., 2018; Mercury et coll., 2018).

Nusinersen SPINRAZA® :

Nusinersen (SPINRAZA-Biogen; Cambridge, MA, Etats-Unis) c’était le premier traitement
approuvé vers I’AS par la FDA (Food and Drugs Administration), pendant le Décembre 2016.
Les bons résultats obtenus dans I'essai clinique type aléatoire I11** appelé ENDEAR ont été
décisifs. Dans un essai en double aveugle (avec des patients témoins et traités) avec 121
enfants avec AS type de | et avec seulement 6 administrations de Nusinersen (environ un an
de traitement), le 30% des patients ont montré une nette amélioration dans la fonction
motrice: garder la téte assis ou debout, pendant que qu’aucun patient faisant partie du groupe
contrdle n’a atteint le succés de ces jalons (Finkel et coll., 2017).

L’extension des répétitions avec Nusinersen ont montré que le traitement est capable de
prévenir la mortalité et I'assistance respiratoire et maintenir un développement normal ou
presque normal chez les patients atteints d’AS lorsque le traitement est présymptomatique

(Neil et Bisaccia, 2019).

14 Qu’il prouve si un nouveau traitement est siir et fonctionne bien par rapport au traitement standard.
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Figure 28, Injection intrathécale. Figure adaptée de (M.G Fowler et al., 2020) [27]

Nusinersen est présenté dans une solution injectable de 12 mg / 5 ml pour administration
intrathécale (Figure 28), c’est-a-dire par ponction lombaire. Lors de son administration, un
volume de liquide équivalent a ce qui sera administré céphalo-rachidien (LCR) doit étre
préalablement évacué, a I'aide d’une technique aseptique et évaluant le besoin de sédation
(Finkel RS et al., 2016). L'utilisation des techniques d’imagerie pour guider I'administration
intrathécale peut également étre analysée, en particulier chez les patients les plus jeunes et

ceux atteints de scoliose. (AEMPS, 2018)

Pharmacologiquement, Nusinersen est un oligonucléotide antisens (ASO) modifié avec du 29-
O- (2-méthoxyéthyle). Les ASO sont des chaines de nucléotides synthétiques courts congues
pour se lier a des ARNm spécifiques pour la complémentarité des bases azotées, établissant
des liaisons de pont hydrogene. Plus précisément, Nusinersen vise I'ESS dans |'exon 7 du pré-
ARNm du SMN2. Le médicament déplace les pnRNP de I'ESS, ce qui facilite |’ splicing correct
des transcriptions du SMN2, y compris I'exon 7, et entraine la production compléte de SMN.
Cela produit une augmentation des niveaux de protéine SMN fonctionnelle dans les cellules,

en retardant la progression des symptomes de la maladie (Figure 17) (Chiriboga, 2017).
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Figure 29, Le mécanisme d’action du Nusinersen est basé sur la modulation de I’épissage alternatif du géne SMN2,
pour remplacer le déficit de SMN1. C’est un oligonucléotide (fraction d’ADN a 18 bases) qui agit en augmentant
I'inclusion de I'exon 7 dans I’ARN produit par le géne SMN2 et collabore a la production de la protéine pleine

longueur. Figure tirée de () Hugh, 2019) [28]

Comme établi ci-dessus, les molécules d’ASO ne peuvent pas traverser la barriere hémato-
encéphalique, elles doivent donc étre administrées directement au SNC, par injection
intrathécale. Le schéma posologique est dans une solution injectable de 12 mg / 5 ml par
administration avec une vitesse controlée de 1 a 3 minutes. Le schéma d’administration
commence par 3 doses initiales séparées quatorze jours (jours 1, 15, 30) et 35 jours apres le
quatrieme (jour 60). Des doses d’entretien sont administrées tous les quatre mois par vie
(Chiriboga, 2017).

Le prix de chaque flacon de Nusinersen 12mg/5ml (en solution injectable) a un co(t de 70
0008, de sorte que le co(it annuel est de 750 000 $ la premiére année de traitement et de 375

000S pour les années suivantes.

Comme tout autre, le traitement de Nusinersen a des effets secondaires non seulement en
termes du traitement lui-méme, mais également d’administration intrathécale. Les effets
indésirables les plus courants décrits sont : fievre, maux de téte, maux de dos, vomissements,

protéurie, thrombocytopénie, thrombose secondaire, infection des voies respiratoires
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inférieures avec obstruction des voies respiratoires (atélectasie), des voies urinaires infection,
hyponatrémie (faible concentration sanguine de sodium), perte de poids et infections a

méningite associées au score lombaire (Aslan et coll., 2019; Chiriboga, 2017).

Classification des troubles et SPINRAZA 12 mg Pacients contréle
des effets indésirables N =80 N =41
Troubles respiratoires, 7 10

thoraciques ou
médiastinaux*

Troubles cardiaques 2 2
Troubles NH 2 0
Infections et infestations 0 0
Mort 1 1

TOTAL 12 13

Tableau 5, troubles et effets divers selon I'essai clinique mené par la FDA pour I'approbation de Nusinersen

SPINRAZA. (*blessures typiques du médiastin, entre le sternum et la colonne vertébrale). Adapté de FDA, 2016)

En Espagne, la distribution de Nusinersen a été légalisée en 2018 selon le Rapport et
positionnement thérapeutique (IPT) de I’Agencia Estatal de Medicamentos y Productos
Sanitarios et en soi, I'’étude ENDEAR réalisée est parvenue aux conclusions suivantes :

o Dans I'AS de type |, Nusinersen a démontré un effet positif sur la fonction
motrice, la fonction respiratoire et la survie. Cependant, il existe une grande
variabilité dans la réponse au médicament. Environ la moitié des patients ne
montrent aucune amélioration et celles obtenues pourraient devenir tres
discretes. Le bénéfice était plus important chez les patients présentant une
évolution de la maladie de plus en plus faible et chez les patients
présymptomatiques présentant 2 ou 3 copies du géne SMN2. Etant donné
que les patients atteints de la maladie de type 0 ont une maladie
extrémement grave, la possibilité d’obtenir un bénéfice cliniquement
pertinent avec le médicament peut étre tres faible. Les patients qui n’ont
gu’une seule copie du géne ne sont pas représentés dans les études pivots,

qui incluent des patients avec 2-3 copies.
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o Dans I'AS de type Il et Ill, le traitement avec Nusinersen a montré un effet

positif sur la fonction motrice, sans aucune donnée pour le moment sur

I"amélioration de la survie. Le bénéfice était également plus important chez

les patients présentant moins d’évolution de la maladie et moins de gravité.

e Zolgensma

Onasemnogene abeparvovec, anciennement AVXS-101, a été véritablement développé par
AveXis en tant que marque déposée, Zolgensma Novartis. Il s’agit de la premiere thérapie
génique (TG) et du deuxiéme médicament approuvé (actuellement en vigueur aux Etats-Unis)
pour le traitement de I’AS. La FDA a approuvé en mai 2019 I'utilisation de Zolgensma sous
certaines conditions. Dans le dernier essai clinique, des deux qui ont été réalisés, les résultats
sont trés prometteurs. Dans le dernier proces financé par le projet NeuroNEXT, avec 16
nourrissons atteints d’AS de type | et 27 en bonne santé, une amélioration de la fonction
motrice et une augmentation de la survie a 24 mois de suivi du 100% ont été rapportées par
rapport aux 38% obtenus a la suite d’'une étude précédente (NN101) avec des patients non
traités d’age et de caractéristiques similaires (Al-Zaidy et al., 2019).
Zolgensma utilise la TG pour restaurer les niveaux fonctionnels des protéines SMN dans les
cellules. Il fonctionne en utilisant un virus adénoassocié (AAV) génétiquement modifié avec
un vecteur hybride promoteur du cytomégalovirus (amplificateur / poulet-B-actine) (CMV)
pour intégrer une copie fonctionnelle du gene SMN1 dans les noyaux des MNs des patients
(Rao et al., 2018).
Ce traitement exceptionnel n’est administré par voie intraveineuse qu’une seule fois dans la
vie du patient. Son administration n’est indiquée qu’aux patients atteints d’AS de type | agés
de moins de deux ans présentant des mutations bi-alléliques® du géne SMN1. La posologie

réelle recommandée de Zolgensma est un vecteur 1.1x1014 génomes par kilogramme (kg) de

15 Les porteurs de bi mutationsallélique ils ont une mutation dans les deux copies d’un géne spécifique (une
mutation d’origine paternelle et une mutation d’origine maternelle). C’'est-a-dire qu’ils sont des individus
homozygotes récessifs (aa).
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poids corporel. Son principal inconvénient et la raison pour laquelle ce médicament fait I'objet
d’une telle controverse est son co(t élevé, fixé a 2,1 millions de dollars, incarnant ainsi le
médicament le plus dispendieux qui existe (Malone et al., 2019).

En tant qu’effets indésirables, Zolgensma peut interagir avec les corticostéroides et certains
vaccins, tels que le vaccin viral triple (rougeole, papier et rubéole) ainsi qu’avec des infections
semblables a la varicelle, provoquer des vomissements et peut synthétiser des enzymes
spécifiques dans le foie (aminotransférases) qui produisent des blessures graves. Force est de
constater qu’il n’existe pas encore de liste compléte d’effets secondaires, qui pourraient

entrainer d’autres complications pas encore décrites (mise a jour de Rao et al., 2018).

3.4.2 NOUVELLES THERAPIES

Malgré les résultats spectaculaires décrits pour les deux traitements d’AS déja approuvés et en vigueur
sur le marché (Zolgensma seulement en EEUU), il convient de souligner que I'effectivité et I'innocuité
a long terme n’ont été évaluées dans aucune des thérapies susmentionnées. De la méme maniére, ils
ont également d’autres limitations, en dehors de leurs effets secondaires, leur prix élevé peut ne pas
les rendre accessibles a toute la population mondiale. C’est la raison pour laquelle nous continuons
d’étudier cette question de la maladie, non seulement pour comprendre la complexité génétique et
moléculaire de la neuropathologie de I’AS, mais aussi pour développer de nouvelles approches

thérapeutiques potentielles.

Figure 30, Stratégies de développement de nouvelles thérapies pour I’AS. Les stratégies générales de traitement de I’AS sont

axées sur des stratégies qui tentent de compenser en tout ou en partie I'absence de SMN1 (en utilisant la thérapie génique
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pour le restaurer ou en dirigeant le locus du géne SMN2) ou en utilisant des stratégies qui ne dépendent pas du niveau de

protéines SMN (basé sur Tariq et al., 2013). [29]

3.4.2.1 THERAPIES DEPENDANTES DU SMIN

Dans le contexte de ce qui a déja été décrit, il existe une corrélation inverse entre les niveaux de
protéine SMN et la gravité de la maladie de I’AS. Cela implique que I'incrément des niveaux de SMN
pourrait empécher la dégénérescence des MNs et, par conséquent, le développement d’AS. |l existe
deux mécanismes principaux pour y parvenir : soit remplacer le géne affecté, soit se concentrer sur le

géne SMIN2.

Un large éventail de thérapies ont été réalisées chez des souris atteintes d’AS dans le but d’augmenter
les niveaux de la protéine SMN, donnant a certaines d’entre elles des effets bénéfiques prometteurs
(Lorson C.L. et al., 2010). L'objectif d’accroitre les niveaux de protéine SMN a été abordé par
différentes stratégies (Nurputra D.K et al., 2013). Ainsi, compte tenu que la quantité de protéine FL-
SMN est en corrélation inverse avec la gravité de la maladie et que le géne SMN2 maintient un
pourcentage minimum de la production de FL-SMN, il faut s’attendre a ce qu’une stratégie largement
étudiée consiste a augmenter la quantité de protéine endogéne du FL-SMN produite par celui-ci.
D’un coté, des composés pharmacologiques ont été utilisés pour activer le promoteur du gene SMN2.
Ces composés peuvent étre divisés en inhibiteurs de I'histone désacétylase (HDAC), tels que le
phénylbutarate de sodium, le resvératrol, le SAHA (vorinostat) et I'acide valproique et d’autres agents,
notamment: salbutamol agoniste!® B-adrénergique, dérivés de la quinazoline C5 et antibiotiques tels
que les tétracyclines ou I'antibiotique B-lactam ceftriaxone, inhibiteurs de GSK3, prolactine et agents
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) tels que I'indoprogene et le célécoxib (Faraz Farooq et coll.,
2013)

D’un autre c6té, un approche alternatif pour augmenter les niveaux de protéines SMN est

I'introduction exogéne de SMN1 soit par correction de SMN1 anormal a I'aide d’une thérapie génique

16 Médicament ou substance qui se lie & un récepteur a l'intérieur ou & la surface d’une cellule et produit la
méme action que la substance qui se lie normalement au récepteur.
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utilisant des vecteurs viraux (Sivanesan S et al., 2013) ou par thérapie cellulaire avec des méthodes de
greffe de cellules souches (Corti S et al., 2008; 2010; 2012). Une autre option pour incrémenter les
niveaux de protéine SMN fonctionnelle consiste a stabiliser la protéine SMNA7, réduisant ainsi la
susceptibilité a la dégradation. Des différents aminoglycosides ont été testés a cette fin (Mattis V.B et
al., 2006; 2009).

3.4.2.2 THERAPIES INDEPENDANTES DU SMIN

Malgré que le rétablissement des niveaux de SMN soit la clé pour prévenir I'apparition de la maladie,
il existe des preuves suggérant que ce type de traitement ne serait efficace que si I'intervention était
effectuée aux premiers stades de la maladie (Lutz C.M et al., 2011). Au-dela de ce point, il serait d’'une
importance vitale d’orienter les thérapies vers les voies moléculaires et les activités cellulaires qui sont
affectées par le déficit en SMN et qui sont pertinentes dans la maladie.

Au cours des derniéres années, plusieurs cibles et stratégies indépendantes des SMN ont été étudiées.
Certains d’entre eux, sinon la grande majorité, se concentrent sur la promotion de la neuroprotection
pour prévenir la dégénérescence et la mort des MNs (Comley L.H et al., 2022). Dans ces études
thérapeutiques se trouvent celles qui ont un effet neurotrophique, comme la cardiotrophine-1 ou le
facteur neurotrophique ciliaire, en plus de celles qui cherchent une protection contre les
mitochondries ou une réduction de la toxicité du glutamate par I'agent pharmacologique riluzol ou
gabapentine (Chaytow H et al., 2021)

En revanche, d’autres thérapies visent a améliorer les conditions pathologiques dans les tissus
musculaires non neuronaux, en particulier, basées sur la préservation des jonctions synaptiques

neuromusculaires telles que les médicaments: Pyridostigmine ou Salbutmaol (Comley L.H et al., 2022).

Parmi ces derniéres figurent des stratégies visant a atténuer I'atrophie musculaire, telles que
I'inhibition de la myostatine par la folistatine afin d’augmenter la masse musculaire et la force, comme
c’est le cas avec le produit pharmacologique Domagrozumab (Rose F.F Jr et al., 2009; Sumner C.J et

al., 2009 ; Rindt H et coll., 2012) ou I'expression du facteur protéique IGF-1 (facteur de croissance
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analogue a l'insuline-1) (Bosch-Marce M et coll., 2011; Murdocca M et al., 2012). Ainsi que ceux visant
a moduler la dynamique des axones, qui incluent la surexpression de la protéine Plastin-3 (McGovern
V.L et al., 2015) — qui a entrainé le sauvetage partiel de la pathologie des MNs, en particulier la
structure et la fonction des NMlJs, sur un large éventail de modéles animaux d’AS alors gqu’il ait été
insuffisant pour inverser la pathologie dans un modele murin sévere —, ou des inhibiteurs de la
protéine rho kinase qui affectent la croissance, la différenciation et la neurorégénération, agissant sur
le cytosquelette cellulaire, comme cela peut étre le cas du médicament Fasudil (Bowerman M et al.,

2010; 2012; Comley L.H et al., 2022). (Voyez I’annexe)

Figure 31, Représentation schématique des principaux objectifs thérapeutiques indépendants des SMN.

En raison des diverses fonctions cellulaires et de I'expression omniprésente du SMN, la carence en SMN entraine des
changements dans de nombreux processus et organes cellulaires, qui ont été identifiés comme des cibles thérapeutiques
possibles. Pour plus de clarté, nous classons ces cibles en dégradation de la voie cellulaire, neuroprotection, cytosquelette,
muscle et liaison neuromusculaire, mais certaines thérapies peuvent étre étendues a des fins multiples. Adapté de (Comley

L.H et al., 2022) [30]
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Comme il a été préalablement annoncé, ’idée initiale de ce travail était de pouvoir réaliser une partie
pratique en rapport avec I'étude des applications de la thérapie génique (TG) en I’AS. Néanmoins,
cette ambition est née avant de faire des recherches approfondies sur le sujet en question et d’entrer
en contact avec des experts compétents. C'est pourquoi, au fur et 3 mesure que les concepts et les
informations sur ce domaine ont été établis, il a été conclu que la réalisation d’une partie pratique
telle que celle mentionnée ci-dessus échappait aux ressources et aux capacités de l'auteur de ce
travail, en raison de la non-viabilité de pouvoir étre réalisée sur le territoire de I'Etat. Par conséquent,
c’est ainsi qu’il a appris I’existence du groupe de pathologie neuromusculaire expérimentale a I’Institut
de Recerca Biomedica de Lleida (IRB Lleida) qui étudie les bases cellulaires et moléculaires des troubles
neuromusculaires, en particulier les maladies propres des motoneurones, telles que la Sclérose
Latérale Amyotrophique (SLA) et I’Amyotrophie Spinale (AS). Sans aucun doute, cela a donné lieu a un

séjour absolument enrichissant.

Ainsi, dans ce travail, le traitement sera effectué dans des modeles murins de I’AS avec 'une des
stratégies thérapeutiques présentées dans I'une des sections précédentes (3.4.1.1), Nusinersen

SPINRAZA.

HYPOTHESE

Sur la base de ce qui vient d’étre présenté et des connaissances acquises dans ce travail, I’'hypothese

suivante a été formulée :

« Peut-étre que la stratégie thérapeutique Nusinersen SPINRAZA est efficace pour le traitement de la

neuropathologie de I'amyotrophie spinale »

APPROCHE

L’ensemble du processus expérimental a été réalisé a I'IRB Lleida, en particulier dans les laboratoires
du groupe expérimental de pathologie neuromusculaire, dirigé par le Dr Jordi Calderd Pardo. Plus

précisément, le travail a été encadré par la chercheuse Olga Tarabal, docteur en biologie moléculaire
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et spécialiste dans le domaine, qui m’a accompagné tout au long du processus et de I'exécution de la

conception expérimentale.

Dans le but de prouver mes hypothéses, le cadre pratique consistait a traiter les modeles murins d’AS

avec Nusinersen SPINRAZA, comme ceci a déja été mentionné ci-dessus.

Afin de le mener a terme, la premiere partie de I'expérience a consisté a maintenir une colonie de
souris transgéniques pour servir de modeles de AS aussi fidéles que possible a celui d’'un humain, et
I’extraction de I’ADN pour procéder au génotypage avec un test de séquencage et a connaitre en

fonction des niveaux de protéines du géne SMN, s'ils sont porteurs de la maladie.

Deuxiemement, une fois que le nombre de souris contréle et patients a été classé par une petite
marque avec de l'encre sur les membres postérieurs, le médicament a été injecté par voie
intracérébroventriculaire. De la méme maniére, il a été décidé lesquels seraient sacrifiés et dans

lesquels la longévité serait évaluée.

Ensuite, sur une base quotidienne pendant la période du séjour, des tests comportementaux ont été
effectués pour évaluer la capacité motrice des souris et pour effectuer une étude comparative des

souris controle, des souris traitées, des patients et des wild type.

En vue de compléter le travail, deux spécimens de souris ont été abattus, I'un traité et I'autre patient,
afin d’extraire une partie de la moelle épiniére et les muscles de I'un des membres postérieurs. Par la

suite, les échantillons ont été préparés.

Eventuellement, la technique d’immunohistochimie a été appliquée ou, grace a un microscope bifocal,
il a été possible de visualiser la variété de structures morphologiques mentionnées tout au long de ce

travail et de conclure par une étude comparative pour déterminer I'efficacité de Nusinersen SPINRAZA.

Les résultats et les discussions seront divisés en chapitres afin d’englober différents aspects analysés

dans des concepts plus larges qui permettent une meilleure interprétation.
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MATERIAUX ET METHODES

4.1 ANIMAUX ET ENTRETIEN DE LA COLONIE
Comme il a été observé tout au long de la these, ce travail se concentre sur la pathologie
neuromusculaire de I’AS dans les modéles murins transgéniques. Les animaux sont logés, en
particulier dans I'animalerie située au 4eme étage du batiment Biomedicine-2 de I'/RB Lleida, selon les
exigences nécessaires : avec un régime ad libitum et une atmosphére contrGlée en termes de
température, d’humidité et de cycles lumiéere-obscurité.
Il convient de mentionner qu’avant d’interagir avec un animal situé a l'intérieur de l'usine, il est
nécessaire de suivre un protocole rigoureux de vétements avec robe, sabots, casquette, masque et
gants jetables, car les colonies pourraient étre fortement contaminées par le contact de tout agent
externe en raison de la stérilisation absolue de I'environnement.
Tant la conception expérimentale comme I'entretien des souris ont suivi les lignes directrices publiées
dans le décret réglementant |'utilisation des animaux pour I'expérimentation de la Generalitat de
Catalunya dans le cadre des directives du Conseil européen.
Dans notre cas, la ligne de souris utilisée était la suivante :

FVB.CGGRM7T¢(SMN2)89AnME gpqp 1 TMIMSO TG(SIMIN2*DELTAZ)4299AHMB/)
Ces souris sont congues en utilisant des techniques de génie génique au Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, Etas-Unis), au prix de 214,25 $ / souris. lls sont homozygotes pour I'alléle rapporteur lacZ,
des mutants ciblés par le SMN et homozygotes pour les alleles transgéniques présentent des
symptomes et une neuropathologie similaire a ceux des patients atteints d’amyotrophie spinale

proximale.

Les souris triples homozygotes du fond génétique FVB / N sont sensiblement plus petites que les
compagnons de portée normaux a la naissance et présentent une faiblesse musculaire progressive. A
P5, les signes de faiblesse musculaire sont évidents et deviennent progressivement plus prononcés au

cours de la semaine suivante, car les souris présentent une démarche anormale, des tremblements
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des membres postérieurs et une tendance a tomber. En 2006, le taux de survie moyen était d’environ
13 jours. Les cohortes testées au Jackson Laboratory en 2013 montrent un déces compris entre P15
et P22 (survie moyenne de 17,7 jours). L’analyse immunocytochimique indique que I'expression de la
dystrophie est normale, mais les fibres isolées du muscle gastrocnémien

a I'aide d’un triple mutant de 14 jours montrent clairement des signes d’atrophie.

Ainsi, il s’agit d’une souris triple mutante contenant deux alléles transgéniques et un mutant nul cible
unique. Le transgene Tg(SMN2*delta7)4299Ahmb est constitué d’'un ADNc d’AS qui n’a pas d’exon 7,
tandis que le transgene Tg(SMN2)89Ahmb est constitué de I'ensemble du géne SMN2 humain. L’alléle

rapporteur mutant /acZ orienté au SMNN remplace I'expression endogéne du SMN par I'expression lacZ.

En ce qui concerne sa création, I'allele mutant cible a été créé dans le laboratoire du Dr Michael

Sendtner de I’'Université de Wirzburg, en Allemagne.

En 2021, une souche d’éleveurs homozygotes pour les transgénes et hétérozygotes pour I'allele nul a
été examinée pour obtenir des données sur I'héritage. Il a été conclu que 17 des 26 unités
reproductrices produisaient une progéniture (65,4 %), avec une taille moyenne de portée d’environ 7

enfants. Sur les 251 chiots génotypés a I'age de 5 jours, 56 étaient homozygotes (22,3 %).

The Jackson Laboratory maintient cette souche en élevant des souris ensemble qui sont homogénes

+/+

pour les deux transgéniques (A7SMN ** ; SMN2 */* ) et hétérozigots pour I'alléle nul (Smn*") ou de
type sauvage (WT) dans le locus SMN1 (Smn * *). Ces couples reproducteurs sont typiquement

normaux et ne présentent pas de symptomes de la neuropathologie.

Figure 32. Camarade souris P1 avec leur mére, dont 4 souffrent de SMA. Remarquez les marques avec de I'encre verte non

toxique effectuées sur les membres.
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4.2 TESTS D’HABILETE MOTRICE ET DETERMINATION DU POIDS DE L "ANIMAL
Tandis que I’AS est une pathologie neuromusculaire, il est crucial de déterminer la progression de la
maladie et la motricité des modeles murins, tant sur le plan des souris type contréle (KO) et de type
sauvage (WT) comme Knockout (KO). Des lors, une série d’essais comportementaux ont été effectués
quotidiennement au petit matin, fixés en fonction de I’age de I'animal. Plus précisément, ceux-ci ont
été réalisés au 3éme étage du batiment Biomedicine 2 a IRBLleida lui-méme. Dans le méme temps,
une observation de chaque animal a été faite pour détecter I'apparition de signes et de symptomes
de la maladie et leur poids a été mesuré.

Les méthodes et les types de tests mis en pratique seront mentionnés ci-dessous:

4.2.1 RIGHTING REFLEX (RR)

Dans ce type d’essai, les animaux sont situés sur une surface complétement plate et en position
décubitus dorsal (de fagon que la partie postérieure du dos fasse contact avec la surface). Le succes
ou I'échec du repositionnement est évalué, ainsi que le temps passé, avec un temps maximum de 30
secondes ; en tenant compte du fait qu’en général les souris sont généralement agiles car ce n’est pas
une position naturelle et défie leur contrdle corporel. Le test est considéré comme réussi, seulement
lorsque les 4 membres sont correctement situés pour commencer a marcher.

Dans notre cas, trois répétitions ont été effectuées avec le temps nécessaire entre elles pour laisser
les animaux se reposer.

4.2.2 TUBE TEST (TT)

Ce test évalue la fonction neuromusculaire et la posture corporelle chez les nouveau-nés, et en
particulier la force, la faiblesse et |la fatigue des muscles proximaux des pattes postérieures (EI-Khodor
B.F et al., 2008). Ce test fonctionne jusqu’a P10 dans le cas des modéles Smn2B/- et jusqu’aux étapes
terminales dans le SMNA7.

Le test consiste a mettre I'animal en position décubitus ventral (a I'envers qu’au décubitus dorsal, face
vers le bas) de sorte qu’il soit attaché avec les membres postérieurs a un tube centrifuge de 50 ml de

capacité, contenant une certaine quantité de coton au fond pour protéger I’animal de la chute.
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Trois répétitions ont été effectuées avec le temps nécessaire entre elles pour laisser les animaux se
reposer. Tout en évaluant deux parametres :
Temps TT. Temps nécessaire a la souris pour tomber, avec un temps maximum de 30
secondes.
Score TT. Score quivarie entre 0 et 4 en fonction de la position de la queue et des jambes

plus tard pendant les 10 premiéeres secondes .

Figure 33, Essai du « test en tube » et critere de notation en fonction de la position de la queue et des pattes postérieures.
Score de 4, indique une séparation normale des pattes postérieures et une position de la queue complétement surélevée (A);
score de 3, les pattes postérieures ont une légére inclinaison d’un c6té mais n’atteignent pas a étre en contact (B); score de
2, les jambes sont plus proches et souvent touchées (C); score de 1, les pattes sont presque toujours en contact (D) et la queue
a un état dressé avec des dénotations de faiblesse ; le score de 0 indique un contact continu des pattes (E) et de la queue

complétement plate (F) ou I'incapacité de I'animal d’ effectuer 'essai . Image tirée de (B.F El-Khodor, 2008) [31]

4.2.3 MARQUAGE

Plus tard, apres le séquengage PCR et le processus de génotypage, chaque souris a été tatouée en
utilisant la méme gamme verte indépendamment des membres (antérieurs, A, ou postérieurs, P), afin
de les identifier et, par la suite, identifié chaque échantillon selon le numéro de portée. Plus
précisément, une encre non toxique de Fine Science Tolls GmbH, Heidelberg, Allemagne a été utilisée.

Bref, un code établi a été suivi pour classer les animaux :

MARCAGE DES SOURIS
N2 Patte Ne Patte
1 PPD 9 PPD-PAG
2 PPG 10 PPG-PAD
3 PAD 11 PP-PAD
4 PAG 12 PP-PAG
5 PP 13 PA-PPD
6 PA 14 PA-PPG
7 PD 15 4p
8 PG 16 @
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4.3 GENOTYPAGE DES ANIMAUX

Tous les animaux utilisés étaient génotypés pour assurer la présence ou I'absence de transgenes. Le
génotypage est compris comme le processus de laboratoire permettant d’analyser I’ADN de la lignée
germinale d’un individu avec le but d’identifier des nucléotides ou des bases spécifiques permettant
de déterminer la présence de certaines variantes. Ainsi, en méme temps que les animaux étaient
tatoués, un fragment de la queue a été coupé pour obtenir I’ADN nécessaire a leur génotypage. Pour
exécuter le séquencage?’, la technique PCR a été utilisée. A cet égard, le kit de PCR tissulaire
REDExtract-N-Amp de Sigma-Aldrich (St. Louis, Etats-Unis) contient les réactifs nécessaires a
I’extraction de I’ADN et a la réaction en chaine par polymérase (PCR) pour mener a terme ce processus.
Toutefois, pour que I'amplification des génes soit analysée, une combinaison de 3 primers était
nécessaire. De cette fagon, chez les animaux WT, une bande de 800 paires de bases (pb) est apparue,
chez les animaux malades, le fragment amplifié avait une taille de 500 pb et chez les hétérozygotes,
les deux cotés ont été observés.
Conséquemment, les étapes suivantes ont été effectuées en suivant les recommandations du
fabricant.
Matériel:
e Un fragment de queue des différentes portées de souris lesquelles ont été classées comme
Wild Type ou contréle (WT) et malades ou Knock-Out (KO).
e Les différents primers 5' = 3' précédemment acquises auprés du laboratoire Sigma-Aldrich
(étant les mémes pour I'SMAT1 et SMAA7) :
- Forward (Fwd) primer: Pour le gene SMN commun aux souris de type WT et KO avec le
géne interrompu.
5' CTCCGGGATATTGGGATTG 3'
- Reverse 1 (Revl) primer : spécifique au géne SMN des souris WT.

5' GGTAACGCCAGGGTTTTCC 3'

17 C’'est-a-dire le processus par lequel I'ordre précis de bases azotées d’une chaine d’Adn est obtenu
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- Reverse 2 (Rev2) ou Cassette primer: c’est le primer inverse spécifique aux souris de type
KO avec le gene SMN interrompu.
5' TTTCTTCTGGCTGTGCCTTT 3'
e Comme mentionné ci-dessus, le kit de PCR tissulaire REDExtract-N-Amp employé, également
du méme fabricant, contient :
- Solutions pour I'extraction de I’ADN:
o 24 ml de Solution d’extraction
o 3 mlde Tissue preparation solution
o 24 ml de Neutralization Solution B
- Le réactif principal pour la PCR
o REDExtract-N-Amp™ PCR Reaction Mix; qui comprend un tampon, des sels, des
dNTPs, des polymérases Taq, un colorant REDTaq’ et I'anticorps JumpStart Tagq.
e Tampon TAE (solution tampon formée par Tris) a 1x
e Agarose 1x

4.3.1 EXTRACTION DE L'ADN

Chaque fragment de queue, qui spécifiquement dans
I’expérience étaient 13, a été disposé dans un tube eppendorf
du polypropyléne taille grand (1,5 ml de capacité). De cette
fagon, pour chaque file d’attente ont été introduits 40 ul de

solution d’extraction et 10 ul de Tissu preparation solution. Par

la suite, un total de 250 pl de solution d’extraction et 130ul de

Figure 34, I'auteur a canalisé la solution
tissu preparation solution ont été calculés. Ensuite, nous avons gvec une solution d'extrait et une

préparation tissulaire dans les 13 queues
incubé les dissolutions pendant 10 minutes a température pertinentes pour 2 pattes différentes.

ambiante. Passé ce délai, les échantillons ont été réchauffés pendant 3 minutes a 952C, puis 50 ul de
neutralisation solution B ont été ajoutés par échantillon. Enfin, les échantillons ont été centrifugés a

la vitesse maximale pendant 10 minutes et nous avons recueilli les particules surnageantes dans un
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nouveau tube eppendorf. Ainsi, I'extrait s’y trouvait préparé pour I'utilisation immédiate dans la PCR,

autrement il est souhaitable de le conserver a 42C pendant une période maximale de 6 mois.

4.3.2 PREPARATION DE LA PCR

Il est a noter que le kit de PCR RedExtract-N-Amp Tissue comprend aussi un anticorps JumpStartTM

Taq pour la PCR de démarrage en chaud qui empéche I'activation prématurée de I’ADN polymérase

Taq a température ambiante et améliore la spécificité.

Ainsi, le mélange de réaction de la PCR a été préparé selon le protocole suivant :

Réactifs Volumes
Tampon d’extraction Red 4,65 pl
Eau stérilisée miliQ 3,15 pl
Fwd Primer 1,2 pl
Rev 1 primer 0,6 pl
Rev 2 primer 0,4 pl
VOLUME TOTAL 10 pl

Dans cette voie, pour chaque 10 ul de solution, 2 g de la solution d’ADN extrait ont été ajoutés dans

de nouveaux tubes eppendorf d’'une capacité de 1,5 ml. Ensuite, les échantillons ont été introduits

dans le thermocycleur avec les parametres suivants (de I'étape 2 a 5, le processus a été répété 35

fois):

Pas Température (2C) Temps (min) Cycles
Dénaturation initiale 94 5 1
Dénaturation 94 30
Recuit 62 1. 35
Elongation 72 1
Elongation finale 72 7 1
Retention finale 4 Indéfiniment
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4.3.3 PREPARATION DU GEL D’AGAROSE ET ELECTROPHORESE

Contemporain a la réaction d’amplification, le gel d’agarose a été préparé a 1x pour faire couler I’ADN
par électrophorese. C'est pourquoi nous avons dissous 2g d’agarose dans 200ml de 1x TAE, en le
chauffant par périodes d’1 minute au micro-ondes jusqu’a ce que les particules d’agarose en
suspension deviennent imperceptibles.

Le mélange a été inséré dans la cuvette d’électrophorése, puis le peigne avec les dépots et laissé se
solidifier.

Une fois I'amplification de I’ADN terminée s’était culminée, les échantillons ont été chargés dans les
dépots (environ 5 pl) de telle sorte que les différentes portées de rongeurs ont été distinguée grace a
la séparation qui nous a permis de visualiser les sections avec le marqueur de poids moléculaire ou
ladder qui nous a facilité a son tour d’estimer la taille des produits résultant de la PCR.

Ensuite, la séparation des fragments d’ADN a été réalisée en soumettant la cuvette a une tension de
100V pendant une période de 30 minutes, c’est-a-dire jusqu’a ce que les échantillons ont coulé dans
leur intégralité. Finalement, les fragments d’ADN ont été visualisés avec de la lumiére ultraviolette a
I'aide d’un transilluminateur (ou dispositif d'éclairage par transparence) du systeme d’imagerie

ChemiDoc XRS (Bio-Rad).

Figure 35, technicien de laboratoire chargeant les puits du gel d’agarose avec 20 ul de la solution d’ADN pour poursuivre

I’électrophorése.
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4.4 TRAITEMENT AVEC L’AGENT THERAPEUTIQUE
4.4.1 CLASSIFICATION DES DIFFERENTS MODELES MURINS

Une fois que les souris ont été génotypées, les classifications appropriées ont été effectuées au sein
de la méme colonie. Ainsi, les WT étaient toujours destinés au contrdle ou au sacrifice pour faire une
étude comparative de la moelle épiniére et du motoneurone. Dans le cas des souris KO, celleux-ci ont

été dérivées a:

e Survie

e Sacrifice

e Traitement avec NUSIENRSEN SPINRAZA
- Survie

- Sacrifice

4.4.2 ADMINISTRATION DE LA DOSE DE NUSINERSEN SPINRAZA

Ainsi, aprés avoir connu le nombre de modeéles pathogénes KO, la quantité qui devrait étre allouée au
traitement par Nusinersen SPINRAZA a été débattue. En particulier, dans ce processus

d’expérimentation, il y avait 4 modeles KO dont 2 étaient destinés a la survie et le reste a traiter.

Cette procédure a été développée avec une extréme prudence en raison de la complexité du travail
avec les rongeurs P1, et ce qui implique le travail dans des dimensions aussi minuscules, ainsi que le
colt économique élevé du médicament (comme on a déja mentionné dans les sections précédentes),

étant parmi les 3 médicaments les plus dispendieux dans le monde.
Matériaux

e Plateau en polystyrene avec chiffons en microfibre
e Plateau en polystyrene avec de la glace a I'intérieur
e Panneau en acier inoxydable

e Feuille d’acétate
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e FEau(H20)
e Seringue Hamilton série 700 10 ul capacité

e Nusinersen SPINRAZA flacon, 12 mg

Procédure

1. Initialement, en raison de I'incapacité d’utiliser I'anesthésie pour la taille des souris, elles ont
été incitées a dormir sur une surface en acier inoxydable qui avait été précédemment disposée
au-dessus d’un plateau avec de la glace. Cette procédure prend une période de 5 minutes.

2. Une fois que les souris ont été trouvées endormies, elles ont recu une dose de 5 ml de
Nusinersen SPINRAZA par injection intrathécale, de sorte que le médicament a pu accéder au
SNC en traversant la barriere hémato-encéphalique.

Pour ce faire, la dose a été injectée a un point de distance de 1,1 mm a droite et de 0,5 mm
au bas du point cranien « bregma », ol le cathéter Ommaya serait implanté chez 'lhomme
adulte.

L'injection a été exécutée lentement afin que les autres structures du corps ne souffrent pas

d’altérations indésirables (c’était un processus d’1-2 minutes).

Figure 36, point crdnien ou I'injection intracérébroventriculaire a été effectuée, dans ce cas, pour simuler le locus du cathéter

Ommaya dans des modéles murins a I'aide d’encre non toxique. Figure tirée de (V Loi, 2021) [32]

68



L’AS, ETUDE ET TRAITEMENT AVEC NUSINERSEN

3. Effectuées l'injection intracérébroventriculaire, les souris ont été placées dans un
environnement chaud (composé par des chiffons en microfibre a I'intérieur du plateau en
polystyréne).

4. Enfin, un lavage a été effectué avec des gouttes d’eau non seulement pour assurer la sortie

totale de I'agent thérapeutique mais aussi dans le but de recalibrer la seringue sous pression.

Force est de noter que les souris traitées ont également subi des tests quotidiens de comportement

et de mobilité dans le cadre de I'étude comparative.

Rémargue : Avant l'injection intracérébroventriculaire avec le médicament, des tests ont été effectués
avec de I'encre non toxique pour ratifier les mesures calculées a partir du point de bregma et

corroborer qu’il a correctement irrigué le SNC (Figure 36).

Figure 37, (A) Injection intracérébroventriculaire chez une souris SMA P1 avec une seringue Hamilton d’une capacité de 10 I.
Dans le processus, I'aide du Dr Jordi Calderd a été nécessaire pour exécuter patiemment I'‘agent thérapeutique. (uB)

Technique de laboratoire effectuant le nettoyage de la seringue avec des gouttes d’eau.
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4.5 LA DISSECTION DU RONGEUR
4.5.1 PERFUSION

En vue de procéder a la dissection des souris pour extraire un fragment de la moelle épiniere et des
muscles postérieurs droits, il est d’abord nécessaire d’effectuer un processus de perfusion afin de
libérer toutes les cavités corporelles du tissu sanguin et de les durcir pour faciliter la dissection
ultérieure. En raison de sa complexité, 'ensemble de ce processus a été exécuté avec l'aide de deux

techniciens de laboratoire en voie d’achever leur doctorat.

Matériel

Grille

e Plateau blanc

e Panneau de polystyréne avec 4 aiguilles d’insuline

e Béchers en verre avec solution saline ou NaCl 0,9% (9 g NaCl + 1L de H,0d)
e Fiole d’erlenmeyer en verre avec PFA (Paraformaldéhyde) 4%

e Béchers en plastique avec H,Od

e Pompe de perfusion

e Anesthésie : Kétamine 10% + Xylazine 2%

e Scalpel

e Ciseaux chirurgicaux moyens

e (Ciseaux chirurgicaux petites

e Pinces Kocher

Aiguille et canule de perfusion

Préparation préliminaire

1) Une réservation préalable a été faite pour la hotte aspirante qui se trouve dans la salle de

cryostat du batiment BIOMED1, 1er étage.
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2)

3)

4)

5)

Le plateau blanc, la grille et au-dessus du panneau de polystyrene ont été placés, ou la souris

a ensuite été immobilisée, tout a I'intérieur de I'hote.

La pompe de perfusion a été déplacée dans la salle du cryostat ol le goutte-a-goutte a été

branché et placé haut, c’est-a-dire au-dessus de la carafe. Il fallait que ce dernier soit remplacé

par un nouveau (situé dans la salle des loupes) puisque d’un jour a I'autre de perfusion, il se

bloque.

Du PFA a 4 % a été placé dans une fiole d’erlenmeyer, ainsi que du NaCl 0,9 % dans un bécher

et du H20d dans un autre bécher. Ainsi, tous les conteneurs ont été disposés sur I'étagere

inférieure de la pompe.

Enfin, il était important d’affiner la bombe :

a) Le tube inférieur du circuit de la pompe a été inséré a I'intérieur de la cuve de précipité
avec NaCl 0,9%, et puis il est allumé.

b) Une fois que la solution est arrivée dans le goutteur, il était nécessaire qu’elle s’accumule,
de cette facon, elle pouvait sortir a travers le plus petit tube du circuit sans aucune bulle
a l'intérieur du fluide. Afin de le réguler, nous nous sommes aidés avec le filetage en
orange ; de sorte que, plus proche soit a la région étroite, plus le tube sera bouché et plus

il se rapproche de la région large, plus il s’élargit.

Procédure de perfusion

1)

2)

Premierement, la souris a été anesthésiée en sachant que chez une souris standard (P10), 0,3
mL d’anesthésie intrapéritonéale (100 mg/kg de kétamine et 10 mg/kg de xylazine) est injecté
au départ. S’il ne s’était pas endormi, nous aurions pu injecter plus de solution plus tard.

Deuxiemement, la souris a été crucifiée en position couchée dans le panneau de polystyréne

a I'aide des 4 aiguilles d’insuline comme fixateurs de membres.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Nous sommes procédés a I'ouverture de I'abdomen de la souris a I'aide d’un scalpel, faisant
une coupe longitudinale, de la hauteur du bassin a I'extrémité des cétes. Il a fini d’atteindre
le sternum a 'aide de petites chirurgies.

Le diaphragme a été coupé. Pour faciliter le processus, le sternum a été pincé a I'aide d’'une
pince incurvée et le tissu situé des deux cOtés de celui-ci a été coupé, jusqu’a ce que le
diaphragme soit entierement visible. Une fois comme cela, il a été coupé.

Ensuite, les cOtes ont été coupées aussi latéralement que possible, afin d’ouvrir au maximum
la cage thoracique. Avec I'aide de la pince Kocher, le diaphragme a été pincé et s’est éloigné,
de sorte que le coeur était completement exposé.

Aprés avoir atteint le cceur, le ventricule gauche a été perforé, le tenant avec une pince a
incurvée, aussi droite et paralléle que possible a la souris. Ensuite, a I'aide d’une aiguille et
d’une canule de perfusion, le ventricule gauche a été percé (en y entrant parallélement par la
pointe), et I'aiguille a été enlevée, laissant la canule a l'intérieur.

A I'aide de petits ciseaux chirurgicaux, le ventricule droit a été coupé.

Enfin, le tube de perfusion a été connecté a la canule, effectuant un léger virage afin de
commencer a entrer dans la solution saline.

Un premier lavage d’environ 10 minutes a été effectué avec la solution saline NaCl 0,9%
(jusqu’a ce que I'animal soit exempt de sang) puis nous avons procédé a la perfusion avec PFA
4% pendant une période similaire a celle du lavage. Pour ce processus, deux indicateurs
étaient essentiels : lors du lavage, il était nécessaire de regarder I'estomac qui s’est avéré
blanchatre en raison de la courte période de vie de la souris et de son régime alimentaire
entierement d’allaitement. Le deuxieme et dernier indicateur de la perfusion était |la palpation
constante de la téte pour déterminer si le PFA avait pénétré correctement dans la circulation

sanguine.
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4.5.2 DISSECTION DE LA MOELLE EPINIERE ET DE LA MUSCULATURE DES RONGEURS (P1-P10)

Dés lors que la souris a été lavée et perfusée, elle a été disséquée afin d’enlever un fragment de la
moelle épiniére et des muscles inférieurs droits. Plus précisément, le fragment de la moelle épiniere
d’intérét était la région dite « élargie » ou ventrale ou les axones des neurones sont massivement
situés, principalement ceux du MNs (la coupure a été faite entre les vertebres Lombaire Il (L I1) et

Coccyx | (Co 1), atteignant presque la cauda equina.

En ce qui concerne la musculature postérieure des rongeurs, le tibial antérieur (TA) a été disséqué

dans le but de focaliser I’étude en la visualisation du nerf sciatique et des NMJs.

Matériel

e Boite de Pétri en verre avec fond noir, ou Phorexpan (si les souris sont p10)

o Aguilles de taille petite

e Flacons en verre ou en plastique étiquetés (en verre dans le cas ol la moelle et les jambes
seraient déja disséquées ; en plastique et de grande taille au cas ol toute la carcasse serait
enlevée; a disséquer plus tard).

e PFA 4% : alafois en bouteille et dans une fiole séparée avec une pipette Pasteur en plastique
(2mL)

e Pinces Dumont n°5, n° 3 et petites. Celles de Laminectomie sont également nécessaires (siles
rongeurs sont p10).

e Ciseaux chirurgicaux grands et petits.

e Scalpel.

e Aiguille d’insuline (avec la seringue).

4.5.2.1 PROCEDURE DE DISSECTION DE LA MOELLE EPINIERE

1) Le corps de la souris a été disposé en position décubitus dorsal sur une plaque de phorexpan

(car il s’agissait de P10) et fixé avec les aiguilles d’insuline.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Ensuite, la souris a été éventée du rostral au caudal a travers la région ventrale avec les gros
ciseaux chirurgicaux.

Il a fallu enlever tous les visceres, a I'aide d’'une pince Dumont du n° 3 et d’un scalpel pour se
débarrasser du tissu.

Les cOtes ont été coupées avec les petits ciseaux chirurgicaux pour élargir I'ouverture de la
surface de travail, puis 4% de PFA ont commencé a étre versés.

L'animal a été attaché avec une pince. Immédiatement apreés, a I'aide d’une aiguille d’insuline
(précédemment placée dans leur seringue respective), les c6tés de la colonne vertébrale ont
été rayés, détériorant ainsi le cartilage sur le c6té du corps des vertebres jusqu’a ce qu’il
provoque sa rupture. Comme a |'étape précédente, 4% de PFA a été versé, en particulier
I"abondance pour étre P10.

Puis, lorsque nous avons obtenu les ouvertures latérales, la colonne a été sectionnée a un
niveau trés caudal pour faciliter I'entrée des pinces et/ou de Iaiguille.

Ainsi, la région ventrale de la colonne vertébrale (facilement identifiable par
«I"épaississement» de la moelle épiniere) a été enlevée a I'aide d’une pince Dumont du n° 3
et/ou d’une aiguille jusqu’a ce que la moelle épiniére soit complétement exposée. Il convient
de noter qu’il était nécessaire d’entrer horizontalement afin d’éviter de blesser la moelle
épiniére.

La moelle a été prélevée avec une pince Dumont du n°® 5 a travers la région la plus rostrale et
progressivement soulevée. Par la suite, a I'aide de la pince Dumont n° 3, les méninges ont été
enlevées.

La moelle entiere a été placée dans un récipient contenant 4% de PFA. —I"avoir préalablement

étendu sur une portion de papier filtre ; pour assurer sa position droite.

10) L'échantillon a été conservé a 42C (plus précisément, dans le réfrigérateur N7).

11) Au-dela de 24h, la moelle a été changée en 30% saccharose + tampon phosphate (TP) 0,1M

+ 0,02% d’azoture.
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12) Enfin, lors de I'assemblage du bloc pour le couper dans le cryostat était délimiter la région

lombaire.

Figure 38, (A) ouverture dans le canal des rongeurs avec tous les organes* perfusés pour procéder a leur retrait. (B) Section
de la moelle épiniére obtenue, remarquez I'épaississement de la moelle épiniére di a I'accumulation d’axones de différents
MN. (C) Obtention des muscles du tibiale antérieure pour déterminer Iinnervation des MNs dans la musculature postérieure

par la coupe du nerf sciatique (partie supérieure).

* L’organe blanchdtre situé entre le foie et I'intestin gréle est I'estomac qui acquiert cette couleur en raison de I'apport en

lactation consommeé dans le sein de sa mére, surtout compte tenu de son dge, P1.

Figure 39, diagramme de la division de la moelle épiniére qui a été réalisée a partir des relations topographiques de la méme

avec les racines dorsales et la colonne vertébrale.
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4.5.2.2 PROCEDURE DE DISSECTION DE LA TIBIALE ANTERIEUR (TA)

13) Dans un premier temps, la patte de la souris a été attachée avec une pince, tendue et, avec
I"aide d’un autre technicien, elle a été coupée jusqu’a ce qu’il ne reste que sa hanche.

14) Le fragment a été drainé, étirant la peau, a I'aide d’une pince et de ciseaux chirurgicaux de
petite taille.

15) L’échantillon a été immergé dans un bocal contenant 4% de PFA.

16) Nous avons procédé a son stockage a 4°C.

17) Dans un maximum de 2h, I’échantillon de tissu musculaire est passé a TP 0.1M + 0.02% Azide.

18) La veille de disséquer les muscles : il a été alterné a 30% de saccharose + TP 0,1M + 0,02%

d’azoture.
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4.6 LE DECOUPE DANS LE CRYOSTAT TISSULAIRE

Une fois la moelle épiniére enlevée, et aprées le temps écoulé dans le saccharose, sa coupe transversale
a été effectuée afin de monter I'échantillon sur une porte d’objet et ainsi pouvoir examiner en

profondeur I'affectation des MN au microscope confocal.

Tout cela a été possible grace a I'utilisation du cryostat qui permet d’obtenir des coupes jusqu’a 8-40
m tout en maintenant la température nettement froide (-20/-30 2C) grace a la chambre de

refroidissement qu’il contient.p

Matériel

e Moule

e Tissu Freezing Medium

e Pinces a épiler de petite taille
e Pinces a épiler de grande taille
e Petit couteau

e (Couteau Cryostat

e Rouleau

e Petite brosse

e Grande brosse

e Curseurs gélatinisés

4.6.1 COUPE TRANSVERSAL DE LA MOELLE EPINIERE

4.6.1.1 MONTAGE DANS LE MOULE

1. Tout d’abord, la moelle a été placée dans un moule carré orienté du rostral au caudal et avec
la région ventrale a la partie inférieure. Pour y parvenir :

a) Il a en premier lieu été orienté vers une boite de Pétri (oU nous avons précédemment

versé la moelle et la solution avec un tampon phosphate, de I'azoture et du saccharose

dans laquelle on trouvait I'échantillon immergé).
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b) La position de la moelle a été marquée d’une bande a la partie inférieure et d’'un X sur la
paroi du moule, ou elle toucherait la partie rostrale. Lorsque le X était marqué, il était
crucial de s’assurer que les deux encoches étaient toujours laissées.

c) Nous nous sommes guidés en tout moment principalement par deux structures : les
racines (qui s’étendent toujours du rostral au caudal) et le sillon ventral (qui est situé dans
la région ventrale).

d) Du Tissue Freezing Medium a été ajouté (jusqu’a 3/4 du moule) et plus tard, la moelle.
Celle-ci devait étre placé de maniere centrée dans le moule afin que la partie la plus
rostrale soit légérement séparée de la paroi, mais pas excessivement.

2. Ensuite, le moule a été introduit a -80 ° C afin que le Tissue Freezing Medium se solidifie, puis
il a été gelé pendant un temps d’environ 15 minutes et nous avons procédé a la coupe le
méme jour, toutefois, si ce n’était pas possible, cela aurait pu étre fait le lendemain).

3. Généralement, dans cette étape, le bloc Tissue Freezing Medium est extrait avec la moelle du

moule a 'aide d’un couteau, or, nous avions pour la premiére fois un seau amovible qui

facilitait le processus.

4.6.1.2 PLACEMENT DANS LE SUPPORT DU CRYOSTAT

4. Le bloc a été fixé au support du cryostat, a I'aide de Tissue Freezing Medium supplémentaire,
laissant la plate-forme ou le bloc a ensuite a été fixé, se tempérer dans le but de faciliter
I’adhésion.

5. Nous I'avons laissé se solidifier et immédiatement apres, le bloc a été placé dans le support
du cryostat.

6. L’échantillon a été pyramidé de maniere droite et non triangulaire, de sorte qu’il a été bien
délimité. Nous I'avons fait de facon minimale au début et plus tard, au fur et a mesure qu’il a

été coupé, il n’a pas été soudainement délimité car I’échantillon perdrait en stabilité.
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7. Ensuite, le bloc a été circonscrit jusqu’a ce qu’il atteigne I'échantillon. Pour ce faire, le TRIM a
été pressé ; cela nous a permis de faire des coupes de 90 um et non de 16 um, pour parvenir
a I'échantillon lui-méme plus rapidement.

8. Nous avons commencé a couper, obtenant des coupes transversales de 16 um. Il était
nécessaire de faire attention au roller car il n’était pas complétement horizontal, mais
légerement incliné vers la droite, par conséquent I’échantillon a été coupé par I'un des coins
du rouleau afin que la coupe soit égale. Le roller et le couteau devaient étre complétement

alignés ; notant comme le couteau dépasse superficiellement au-dessus.

4.6.1.3 PLACEMENT SUR LA LAME

9. Les échantillons ont été placés dans la lame comme suit :

a) Desrangées se sont formées perpendiculairement a la lame de 3 coupes en 3 coupes pour
gu’elle reste aussi proche que possible, de sorte qu’il était possible d’économiser
d’anticorps en faisant I'immunofluorescence plus tard. En outre, nous I'avons fait en série,
la premiére rangée (3 premiéres coupes) de chaque lame a été formée et une fois que
toutes ont été placées, les 3 suivantes ont été exécutées et ainsi de suite. De cette
maniere, nous garantissons d’avoir des échantillons de similitude presque identique et
permettons la division en partie rostrale, lombaire et caudale.

b) Jusqu’a 25 lames par moelle ont été atteints.

c) Il afallucoller les étiquettes pertinentes.

10. On a laissé sécher les lames avec les moelles coupées pendant 24 heures a température
ambiante.

11. Immédiatement, elles sont gelées a -80°C.

4.6.2 SECTION LONGITUDINALE DU NERF SCIATIQUE (MUSCULATURE TIBIALE ANTERIEURE)

4.6.2.1 MONTAGE AU MOULE

1. Initialement, le nerf sciatique a été versé dans une boite de Pétri.
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2. A lintérieur du moule, la position du nerf sciatique était marquée d’une bande au bas du

récipient. Vu d’un point en plongée, ce serait comme ce schéma :

3. Du Tissue Freezing Medium a été introduit (jusqu’a une hauteur de 1/4 de la capacité totale
du moule) et, postérieurement, le nerf sciatique. Ce dernier a été placé au-dessus de la
marque que nous avions préalablement dessinée dans le moule ; en restant aussi prés et

paralléle que possible du sol du seau et Iégérement séparé du mur.

4. Il a été gelé a -80°C.

4.6.2.2 PLACEMENT DANS LE SUPPORT DU CRYOSTAT

1. Le bloc Tissue Freezing Medium avec le nerf sciatique a été désassembler. Il était notamment
important de connaitre a tout moment I'emplacement de la sciatique dans le bloc car il n’était
pas visible a I'ceil nu.

2. Le bloc a été fixé avec Tissue Freezing Medium au support du cryostat. Il a été placé sur le
support dans une position décubitus ventrale afin que le sciatique soit paralléle au support.
Pour faciliter la connaissance de I’endroit ou se trouve I'extrémité du nerf pres de la marge du
bloc, ceci a été positionné et orienté de maniere qu’il restait devant la marque qui a sur le
support.

3. Nous l'avons laissé fixer. Puis, nous avons commencé la coupe a I’'extrémité inférieure du bloc

ol nous savions a I'avance que le nerf ne I'atteignait pas.

4.6.2.3 PLACEMENT SUR LA LAME

4. Lors de I'assemblage des coupes a la lame, les mémes étapes ont été suivies que dans la

moelle épiniere. (4.6.1.3)
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4.6.3 ASPECTS QUI ONT ETE PRIS EN COMPTE POUR FAIRE UNE BONNE COUPE

4.6.3.1 LATEMPERATURE

e Température de la chambre : -252C (ou -242C)

e Température de I'échantillon : -192C (ou -202C).

La différence idéale entre la température de la chambre et celle de I'échantillon devrait étre d’environ
49C. Si la température est trop élevée : I'’échantillon soit se froissera ou soit se brisera. La solution
consiste a abaisser la température ou a prendre tout le support du bloc et a le soumettre pendant un

certain temps a -80 ° C.

Si la température est trop basse : I'échantillon peut également se briser. Dans ce cas-la, pour le
résoudre, nous devrons légerement glisser notre doigt (soit rapidement, soit le maintenir pendant

qguelques secondes), puis bien le couper. Si nous trainons, I’échantillon se froissera.

4.6.3.2 LE COUTEAU

C’était souhaitable de s’assurer de ne pas avoir de piqQres pour la zone que nous coupions.

4.6.3.3 LE ROULEAU

Il était indispensable de vérifier de ne plus avoir de piqlres pour la zone que nous coupions. Et de
I'aligner avec le couteau de sorte qu'’il soit légérement plus vers |'extérieur que le rouleau (sinon le

rouleau collera avec I’échantillon et 'endommagera).

Pour régler le couteau et le rouleau, I'idéal est d’utiliser un bloc vide. Nous avons recherché la
meilleure région en déplagant : (1) le couteau et le rouleau de position, (2) le rouleau |égerement vers
I"avant ou vers I'arriére ou (3) en déplagant tout le support vers la droite ou la gauche. Il est hautement
conseillé que le bloc que nous devons couper se trouve a une extrémité du couteau (de préférence a
gauche); puisque le contact entre le couteau et le rouleau est meilleur aux extrémités et meilleur a

gauche.
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Figure 40, Echantillons bruts découpés dans le cryostat. Observez le support avec I'échantillon placé dans le
milieu de congélation des tissus déja pyramidé et soumis a basse température pour faciliter la coupe ; voir aussi,

le couteau.
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4.7 TECHNIQUE DE COLORATION EN MICROSCOPIE AVEC DES ANTICORPS

Une fois que nous avons obtenu les coupes des échantillons, une coloration préalable a été effectuée
avec des anticorps afin de pouvoir distinguer chromatiquement les différentes structures du MNs au
microscope confocal. Ainsi, cette technique a été réalisée indirectement. C’'est-a-dire qu’un anticorps
primaire se lie a I'antigéne et, a son tour, un anticorps secondaire porteur d’un fluorochrome percu
différemment selon la longueur d’onde lorsqu’il est excité, se lie a I'anticorps primaire. Par ailleurs, un
bloqueur d’une race équine NHS (Normal Horse Serum) est utilisé pour délimiter les zones que nous
voulons mettre en évidence. Or, normalement, une chevre NGS est utilisée pour le Nissl bleu que nous

n’introduirons pas.

Néanmoins, ce processus présente deux complications : soit une fois que le fluorochrome a été
introduit et que, le processus doit se poursuivre dans I'obscurité, soit les échantillons humides doivent
étre conservés a tout moment pour éviter qu’ils ne se dessechent, et qu’une série de lavages doivent

étre effectués. Pour exécuter cela, différents réactifs ont été préparés :

Le PBS-Triton 0,1% (Phosphate-buffered saline) a été préparé dans |'étage au fond du laboratoire ou

se trouvent tous les réactifs. Il était nécessaire d’incorporer :

e 100 mL de PBS 10x (dans un grand éprouvette)
e 900 mL H20d (jusqu’a jauger)

e 1 mLde triton 100x

Enfin, un aimant a été inséré et placé sur le dessus de I'agitateur.

Pour la préparation du PBS 1x a été mélangé :

e 200 mL de PBS10x (dans un grand éprouvette)

e 2L de H20miliQ (jusqu’a jauger)

Comme dans le PBS-Triton 0,1%, I'aimant a été introduit et agité.
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Par conséquent, I'immunofluorescence sur les lames a été effectuée comme suit:

4.7.1

1.

4.7.2

INCUBATION AVEC L'AC 1

Premierement, nous avons laissé décongeler les lames pendant un temps d’environ 20
minutes.
Ensuite, il a été noté au crayon sur I'étiquette les anticorps et les fluorochromes avec lesquels

I’échantillon devait étre marqué. Alors (voyez I'annexe | pour plus de détaille):

CGRP 488 (sera affiché en rouge)

— MMP9 Cy3 (sera affiché en vert)

HA Cy5 (sera affiché en rouge lointain)

Nissl bleu (sera affiché en bleu)

Les échantillons ont été perméabilisées avec PBS-Triton a 0,1 % pendant 30 min sous agitation.
Pour ce faire, les lames ont été insérées dans un panier et ceci a I'intérieur d’un seau plein
jusqu’a ce qu’il soit au ras de la solution.

L’acte suivi, les échantillons ont été bloqués avec NHS (Normal Horse Serum) a 10% sur PBS
pendant 1h. Dans ce but, ils ont été disposés dans une chambre humide, préparés dans une
boite de lames avec du papier humidifié avec de I'’eau distillée.

lls ont été incubés toute la nuit avec I'anticorps primaire et PBS 1x dans la chambre humide a

4eC.

INCUBATION AVEC L'AC 2

Une fois incubés les échantillons, 3 lavages de 10 minutes ont été effectués avec 1x PBS en
agitation.

Puis, ils ont été perméabilisés avec PBS-Triton 0,1%. Simplement il était suffisant en faisant
sortir et d’entrer le panier dans le seau ; afin de faciliter I'entrée d’anticorps secondaires.
Une incubation avec I'anticorps secondaire a été ré-exécutée a 1/500 dans la chambre humide

pendant 1h, couverte afin qu’elle ne soit pas exposée a la lumiére.
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9. Tout de suite, nous avons effectué 3 lavages d’une durée de 10 minutes avec PBS 1x dans
I’obscurité (en le recouvrant de papier aluminium) et en agitation.

10. Les échantillons ont été incubés avec le Nissl (Bleu 1:100; soustraction 1:150) dans la chambre
humide pendant 20 minutes. Tout en pipetant 100 uL d’environ de Nissl par lame.

11. Nous avons réalisé un premier lavage de 5 min et un deuxiéme de 10 min, dans I'obscurité et
dans I'agitation.

12. Finalement I'assemblage avec Mowiol-Dabco a été mené. Pour ce faire, d’environ 200 uL de
Mowiol ont été ajoutés sur chaque lame en accompagnant la lamelle de sorte que, par
capillarité, toute la lame soit imprégnée de solution.

13. Pour conclure, les échantillons ont été enregistrés dans un livret a 49C jusqu’a ce qu'’il soit

observé au microscope.

Remargue : Aprés chaque lavage, la lame a bien séché, délimitant la zone de I’échantillon. Et en termes

de blocage, des anticorps et de Nissl, environ 100 pL ont été ajoutés sur chaque lame.

Figure 41, (A) Un des lavages PBS effectués sur I'agitateur. L’importance du processus réside dans le mouillage
constant de I’échantillon. Voir les échantillons placés de maniére ordonnée dans le panier. (B) Couvrir les

échantillons avec AC 2 avec une pipette dans une chambre sombre pour préserver les propriétés photosensibles.
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4.8 LE WESTERN-BLOT

Bien que, revenant aux bases moléculaires de la maladie, I’AS se caractérise par de faibles niveaux de
protéine FL-SMN exprimées. Conséquemment, pour compléter I'étude comparative, les niveaux de
protéine spécifique des différents modeles murins (WT, KO et traités) ont été quantifiés en effectuant

un Western-Blot ou immuno blot a partir des tissus obtenus comme fruit de la dissection .

Cette technique est basée sur la détection de protéines par électrophorése sur gel, en séparant les
protéines en fonction de leur taille. lls sont ensuite transférés dans une membrane absorbante, qui
est une membrane incubée avec un anticorps spécifique a la protéine problématique. Enfin, cela est

détecté par des méthodes de chimiluminescence.

Matériel

e Caméra d’électrophorese (Bio-rad)
e Plaque ELISA
e Solutions tampons préparées a I'avance :
- Tampon d’homogénéisation
o SR 1x=2%de FDS dans Tris HCl ; pH de 6,8 ; 1 125 mM
o SR 4x=8% SDS dans Tris HCI ; pH de 6,8 ; 0,5 M
o Inhibiteur de la protéase (Sigma-Aldrich)
- Tampon de charge
o SS 4x = 20% de saccharose + 0,05% de bromophénol bleu, complété par du B-
mercaptoéthanol a 2x
- Tampon transferer =25 mM Tris, 190 mM de glycine, 20 % de méthanol, 0,1 % de FDS
- Tampon de nettoyage et de blocage
- TBST (Tris-Buffered Saline) = 20 mM Tris-HCl, 0,125 M NaCl, 0,1 % Tween 20, ajusté a pH
8

- Tampon d’incubation = 0,25 % de lait écrémé en TBST
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- Tampon
- Tampon Running Buffer
e Kit Micro DC protein assay (Bio-Rad)
e Bisacrylamide 30x
e Isopropanol
e Marcadors poids moléculaire, MagicMarc XP et SeeBlue (Thermo Fisher)

e Papier buvard

Kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

Procédure

4.8.1 OBTENTION ET PREPARATION D’ECHANTILLONS

En tirant parti des échantillons de tissu médullaire et musculaire (TA) stockés et conservés dans la
congélation a -809C, les protéines ont d’abord été extraites et dénaturées :
1. Lestissus ont été transférés dans un tube de polypropene Eppendorf de 1,5 ml contenant 150
pl de SR 1x préalablement chauffé a 1002C et supplémenté avec des inhibiteurs de la protéase.
2. Alaide d’une aiguille de 30G, I’échantillon a été désintégré et chauffé & 100 ° C pendant 5
minutes.
3. Ensuite, pour se débarrasser des débris cellulaires, des impuretés et de I'ADN, il a été
centrifugé pendant 5 minutes a 12000 tr/min et le surnageant résultant de la séparation a été
transféré dans un nouvel Eppendorf.

4.8.2 QUANTIFICATION DE LA CONCENTRATION DE PROTEINES

Pour quantifier la concentration de protéines dans les échantillons, un dosage colorimétrique a été
effectué sur la base de la méthode de liaison aux colorants décrite par Bradford (M.M Bradford, 1876).
Pour ce faire, le kit Micro DC protein assay (Bio-Rad) a été utilisé et, par conséquent, les étapes ont

été exécutées en suivant les recommandations du fabricant:
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4.

5.

4.8.3

3 pl de I'extrait de protéine ont été incubés avec 25 ul de réactif A et 200 ul de réactif B
pendant 15 minutes dans I'obscurité, sur une plaque ELISA.
Par la suite, la concentration de protéines a été calculée par un contréle positif.

ELECTROPHORESE AVEC GEL D’ ACRYLAMIDE

Avec |'objectif de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire, elles ont été passées a

travers d’un gel d’acrylamide selon le principe postulé par Laemmli (U.K Laemmli, 1970).

6.

10.

11.

En premier lieu, les gels séparateurs ont été préparés a une concentration de 10% de bis-
acrylamide (30%). L’épaisseur de la glace en question était de 0,5 mm.

L'isopropanol a été rapidement ajouté au gel qui a été retiré une fois polymérisé.
Immédiatement apres, le gel empileur a été incorporé, avec une concentration plus faible de
bis-acrylamide (5%). Les deux gels contenaient des FDS (a 10 %) et étaient préparés avec un
tampon Tris, mais différaient a la fois par leur concentration (1,5 M pour les gels séparateurs
et 0,5 M pour les épisseurs) et par leur pH (8,9 et 6,5 respectivement).

20 pg de protéines ont ensuite été chargés dans chaque puits, préalablement complétés par
un tampon de charge 4X SS, et chauffés pendant 3 minutes a 1002C pour assurer la
dénaturation et faciliter le chargement.

En outre, 4 ul des marqueurs ont été chargés dans différents puits pour estimer le poids
moléculaire et reconnaitre les protéines a étudier.

Nous avons laissé couler les gels a une intensité de 20 mA/gel dans une caméra

d’électrophorése (BioRad) a I'aide de Running Buffer (BioRad).

4.8.4 TRANSFERT DE PROTEINES A LA MEMBRANE DU POLIFLUORURE DE VINILIDEN

Aprées la migration des protéines a travers le gel de polyacrylamide, elles ont été transférées sur une

membrane PVDF (précédemment immergée dans du méthanol pendant 1 minute) et lavées pendant

5 minutes avec un tampon transfer pour ensuite effectuer une détection immunochimique.

La méthode utilisée était I'électrotransfert demi-sec :
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12.

13.

Deux papiers sécants précédemment immergés dans le tampon transfer ont été empilés,
suivis de la membrane PVDF qui correspondait aux dimensions du gel de polyacrylamide (6 x
9 cm), au-dessus de ceci le gel de polyacrylamide été placé et enfin deux portions
supplémentaires de papier buvard.

Une fois le bloc construit (figure 42), les bulles d’air possibles qui pouvaient étre introduites
entre les différentes couches ont été enlevées et le bloc entier a été transféré dans un
dispositif Novex Semi-Dry Blotter (Invitrogen), de sorte que I'électrode négative restait sous la
membrane et I'électrode positive sur la glace. Le transfert a été effectué a un ampérage

constant de 0,06 mA/glace pendant 1 heure.

Figure 42, Diagramme du bloc de transfert pour le Western Blot. En présence de tampon de transfert, le bloc

est formé avec deux papiers de séchage (A) suivis d’'une membrane PVDF préalablement immergée dans du

méthanol et lavée avec un tampon de transfert (B) et le gel de polyacrylamide contenant les protéines a

transférer (C), et deux autres papiers sécantes (A). La fleche signale la direction du transfert des protéines.

4.8.5

14.

15.

16.

DETECTION IMMUNOCHIMIQUE

Avant l'incubation avec des anticorps d’intérét (voyez I'annexe Il pour plus de détaille) et afin
d’éviter les signaux non spécifiques, la membrane a été bloquée pendant 1 heure avec une
solution bloquante contenant 5% de lait écrémé dans un tampon TBST.

La membrane a ensuite été lavée avec TBST et incubée avec |'anticorps primaire d’intérét a 4
°C pendant 16 heures (pendant la nuit) dans un tampon d’incubation (lait écrémé a 0,25 %
dans TBST).

Aprés cette période, I'excés d’anticorps non liés a été éliminé par deux lavages de TBST ( de

15 et 5 minutes) et un lavage de 10 minutes avec tampon d’incubation.
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17. Par la suite, la membrane a été incubée avec I'anticorps secondaire correspondant attaché a
la peroxydase et dilué en tampon d’incubation.

18. Aussitot, une série de lavages TBST ont été effectués (un de 15 minutes, suivi d’'un 10 minutes
et de 3 lavages supplémentaires de 5 minutes chacun). Toutes les étapes ont été effectuées
dans une agitation douce et continue.

4.8.6 ANALYSE DES RESULTATS

Les westerns blot ont été révélés par chimiluminescence. A cette fin, le kit Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Little Chalfont, Royaume-Uni) a été employé.
19. Des volumes égaux de réactifs de la solution de peroxyde et de la solution de
Luminol/Enhancer Solution ont été mélangés et déposés uniformément sur la membrane
pendant 5 minutes.
20. L’exces de réactif luminescent a été éliminé et les membranes ont été recouvertes de papier
transparent par rétroprojection et révélées au ChemiDoc MP (Bio-Rad).
21. L'image a été analysée par densitométrie avec le logiciel Imagelab (Bio-Rad) pour évaluer la

quantité relative et quantifier le résultat par densité optique.

Figure 43, électrophorése en cours sur une cl6ture spécifique pour les gels de polyacrylamide. Observez les
différentes caméras que I'instrument posséde pour séparer les gels et les immerger dans les différents tampons

pour effectuer un effacement des protéines de maniere optimale.
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5.1 CHAPITRE |

PHENOTYPE, SURVIE ET CHANGEMENTS DANS LA CAPACITE MOTRICE DES MODELES MURINS D’AS

Les deux modeles animaux utilisés souffrent d’'une forme d’amyotrophie spinale (AS) en évolution
rapide. Le SMA de type | (SMAT1) meurt environ 6 a 7 jours postnatals et le SMAdelta7 (SMAA7)
environ 14 a 15 jours postnatals. Pour faire un parallele avec ’homme, 'SMAT1 correspond a I’AS de
type | ou a la maladie de Werdnig-Hoffman et la SMAA7 oscille entre une AS de type | a évolution plus

lente ou une AS de type I, le tout selon les auteurs.

La gravité de la maladie se reflete dans la mortalité postnatale; alors que prées de la moitié des animaux
SMAT1, nés, meurent au cours du premier jour de vie (46,5 % n = 39 des 84 SMAT1 nés), la mortalité
postnatale en SMAA7 est pratiquement la méme que celle des hétérozygotes et légerement
supérieure au WTA7 (5% n =9 sur 173 SMAA7 nés; 4,6% n = 15 sur 367 HETA7 nés; 2,6% n = 4 sur 153
WTA7 nés), par conséquent, nous considérerions que la mortalité postnatale dans I’ SMAA7 est dans

la normalité du modele.

W

Figure 44, photographie de deux souris de la méme portée, toutes deux sont P6. (A) Souris WT. (B) Souris KO traitées avec
Nusinersen. Dans ce cas, la souris a réussi a terminer avec succes le test RR dans un temps de 28s. On dit le changement

important dans la taille du rongeur di a I'atrophie des muscles et a la dégénérescence conséquente de la capacité motrice.
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Il semble que la difficulté que les animaux ont a ingérer de la nourriture, affectant I'état nutritionnel
des chiots malades, n’est pas le plus grand coupable du phénotype de I'AS, c’est-a-dire malgré tous les
animaux souffrant d’une réduction considérable du poids corporel et d’une atrophie musculaire, en
particulier dans la musculature postérieure (TA), seulement environ 50 % des souris terminales des
deux modéles avaient I'estomac vide au moment du prélevement de I'échantillon. En général, ces
résultats concordent avec les résultats précédemment publiés dans le méme modéle animal (Monani

et coll., 2000; Jablonka et coll., 2006).

Force est de constater qu’actuellement, un modele murin de SMNT1 traité par Nusinersen SPINRAZA
dans les installations de I'IRB Lleida pendant la période de séjour de cette recherche, est en P90,

septuplant presque le taux de survie chez les souris KO D’as.

C

Figure 45, Preuves statistiques des divers changements phénotypiques. (A) Analyse comparative du poids corporel (moyenne
* ET) entre WT, SMINA7 et des souris traitées par Nusinersen de PO a P12 (n = 8 souris par groupe). (B) Réponse a I’acquisition
correcte du réflexe de redressement (moyenne + SD) dans les périodes postnatales indiquées. Notez comment le traitement
de Nusinersen améliore la réponse motrice chez les souris SMNA7 par rapport aux souris SMNA7 non traitées (n = 8 souris
par groupe (C) changement de diamétre en m du diamétre des fibres musculaires chez les souris traitées WT, KO et SMNA?7.

(1m )[32]
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Nous pouvons étayer I'hypothése a I'aide du graphique ci-dessus (Figure 45). Compte tenu des
informations données, la réduction du diametre des fibres musculaires est d’'une grande différence
entre WT et le KO de SMNA7. De plus, cette réduction est directement liée aux symptomes
phénotypiques de I'atrophie. Cependant, selon les études réalisées, il peut étre entierement récupéré

avec l'application de I’agent étudié dans ce travail.
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5.2 CHAPITRE Il

GENETIQUE DE LA MALADIE ET CHANGEMENTS DANS LES NIVEAUX EXPRIMES DE PROTEINES SMN

Tout au long du séjour expérimental, il y a eu deux moments clés pour I'identification de la nature des

modeles murins.

e Tout d’abord, I'un des processus initiaux pour réaliser cette sonde appelée génotypage, un

test PCR a été effectué pour étudier la génétique de la maladie et exclure la présence ou

I’absence de transgénes. C’était le résultat de I'électrophorese traitée:

Figure 46, électrophoreése traitée a partir d’une litiére de souris dans un transilumineur du systeme d’imagerie ChemiDoc XRS
(Bio-Rad).

Comme mentionné ci-dessus, un marqueur de poids moléculaire a été utilisé pour déterminer
I’écoulement de I’ADN, ce qui nous a permis d’interpréter plus facilement le résultat; ceci est
représenté dans la colonne 0 qui s’étend a une vitesse décroissante, c’est-a-dire d’un poids
moléculaire plus élevé a moins.

De cette fagon, les puits qui n'ont qu’une bande inférieure, ont un total de paires de bases
azotées avec un poids moléculaire minimal et, par conséquent, ont subi une délétion
(comme c’est le cas 1, 2, 4, 7 et 8). Ce sont, par conséquent, des souris malades qui souffrent

de SMA d’une maniere homozygote récessive (aa).
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D’autre part, le cas n2? 9 a une forte intensité sur la face supérieure, qui est liée a un grand
nombre de paires de bases azotées et présente donc le géne SMN 1 dans son intégralité, étant
un WT homozygote (AA).

Enfin, les cas qui présentent deux bandes plus intenses dans la bande inférieure (3, 5 et 6)
sont des souris qui, bien qu’elles ne présentent pas la maladie, car comme mentionné elle est
récessive, sont hétérozygotes (Aa) et ne sont pas considérées comme WT bien qu’elles soient
constamment étudiées.

Ainsi, il est conclu gu’il n’y a qu’un seul rongeur WT dans les résultats de la portée présentée

et que la génétique de la pathologie est confirmée.

e Deuxiemement, la derniere procédure effectuée a été le Western Blot dans lequel les niveaux
d’expression de la protéine SMN ont été évalués a un age avancé de la pathologie chez les
souris WT, KO et traitées. Plus précisément, ceux qui concernent la moelle épiniére et les

muscles du tibial antérieur ont été analysés.

Figure 47, Analyse Western Blot des niveaux de protéines dans toute la moelle épiniére et les muscles squelettiques
se dissipent dans P12. Les bandes SMN ont été normalisées en lamin, et les niveaux d’expression relative de SMN
ont été calculés a I'aide d’Imagel). Les vétements longs sont présentés dans les renseignements supplémentaires.

[32]

Comme on peut le voir a I'ceil nu, le raisonnement ne va pas au-dela du tangible : le niveau

d’expression de la protéine SMN est directement lié a I'intensité de la bande supérieure. Ainsi,
dans le cas de la moelle épiniére, la nette différence d’intensité entre les souris WT et KO peut
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étre visualisée, ces derniéres possédant un niveau de protéines presque négligeable ; alors
que par rapport au modele traité avec Nusinersen SPINRAZA, les niveaux de protéines sont

presque entierement récupérés.

De cette facon, il a été corroboré que la réduction de la protéine NMS provoque une augmentation
de la dégénérescence des MN et, a son tour, la viabilité de Nusinersen SPINRAZA en tant qu’agent

thérapeutique pour la neuropathologie de la SMA.
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5.3 CHAPITRE Il

CHANGEMENTS ULTRASTUCTURAUX DANS LE SYSTEME NEUROMUSCULAIRE: AFFECTATIONS DANS LA MOELLE
En ce qui concerne les échantillons observés au microscope confocal a I'aide de techniques
immunocytochimiques, les AC utilisés nous ont permis d’identifier les MNs en raison des différentes

propriétés et structures auxquelles ils sont associés (Annexe I) :

e CGRP 488 (vert), est un neuropeptide qui a été lié a la plasticité synaptique: lorsqu’il y a une
croissance axonale (neurites), il a été détecté qu’il y a une augmentation de I’expression de
ce neuropeptide.

e MMP9 Cy3 (rouge), marqueur des NM les plus vulnérables, le premier qui dans une
neuropathologie est dégénéré.

o Nissl bleu, tache les parties les plus basophiles (ex, RER). Ceci, étant une structure tres
présente dans les MN, nous aide a les identifier.

o HA Cy5, spécifique aux transgenes. Bien que le processus d'immunostination ait été effectué

avec ce AC, des échantillons de souris KO d’AS n’ont pas encore été observés.

Ainsi, nous avons pu visualiser les MNs- a présents dans le segment médullaire s’étendant de LIl a Co
I. En particulier, ceux des modeéles murins WT ont été observés ou l'intensité du nombre de NM

groupés dépend du segment rachidien observé.
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Figure 48, Différentes micrographies des MN de la région lombaire de la moelle épiniére du modéle de type WT réalisées a
I'aide du microscope confocal. (A.1/A.2) Coloration avec marqueur Nissl. (B.1/B.2) Coloration avec le neuropeptide CGRP 488.
(C.1/C.2) Coloration avec AC MMP9 Cy3. (D.1/D.2) Micrographie montrant des structures teintes avec du Nissl bleu et du

CGRP 488. (E) Micrographie avec tous les colorants et anticorps utilisés au cours du processus d’immunohistochimie.

Par conséquent, par rapport aux échantillons de MN de la corne ventrale de la méme section lombaire
de la moelle épiniere dans des modéles atteints de SMA, une intensité minimale est observée de la
méme maniere qu’une réduction du nombre due a la mort neuronale de la pathologie ; comme on

peut le voir dans I'exemple suivant (Figure 46):
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Vehicle Vehicle Nusinersen
SMNA7 P12 SMN SMNA7 P12

Figure 46, a-MN d’un WT SMN7 (A), d’un KO SMN7 (B) et d’un SMN?7 traités par Nusinersen spinraza; AAANous pouvons voir
le changement d’intensité dans I'immunomarquage et dans le nombre de MN dans le modéle KO et comment il peut étre

récupéré avec I’agent thérapeutique.
En outre, I'analyse statistique montre quantitativement la réduction du nombre de a-MN dans les
modeles de souris KO a la suite de la pathologie de I'AS, et comment elle peut étre complétement

récupérée avec I'administration de I'agent thérapeutique étudié.

Figure 49, Analyse quantitative (moyenne + ET) du nombre de mns de la corne ventrale (alpha) dans les cryosections
transversales de la moelle épiniére immunocolorées par ChAT. Les comptages de MN ont été effectués sur les cordes
hémispinales de souris WT, SMINA7 et SMIN77 traitées de Nusinersen a P12. (n = 4 par groupe, réalisé a I'aide de GraphPad).
[32]

De cette facon, I'effectivité de Nusinersen SPINRAZA en tant que traitement de la neuropathologie de
la SMA est confirmée a nouveau et les bases pathologiques de celle-ci sont démontrées avec la
visualisation des échantillons, qui impliquent des changements au niveau ultrastructurel et des

altérations du nombre de MNs-a situés dans la corne ventrale de la moelle épiniere.
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5.4 CHAPITRE IV

CHANGEMENTS ULTRASTUCTURAUX DANS LE SYSTEME NEUROMUSCULAIRE: EFFETS SUR LES NMJS

L’AS est une maladie classiquement considérée comme une maladie MN, de sorte que la perte de
ceux-ci en raison des faibles niveaux de la protéine NMS provoque son apparition avec ce phénotype
caractéristique.

Or, la diminution modérée des MNs-a chez les souris SMAT1 n’expligaue pas pleinement la paralysie
sévere subie par les souris touchées par la maladie, c’est pourquoi nous avons recherché des
changements dans les articulations musculaires et neuromusculaires (NMJ) qui peuvent expliquer ce
déficit moteur. L'incapacité dans le transport axonal des protéines, telles que l'actine et le
ribonucléoprotelnes le long des nerfs moteurs peut étre essentielle (Zhang et al, 2003: Rossoll et al,
2003).

Pour déterminer les changements prématurés dans les protéines NMJ, I'expression de 9 marqueurs
synaptiques a été analysée par immunohistochimie, en particulier, nous nous concentrerons sur CGRP
etY172.

Le CGRP est régulé au cours du développement, étant plus actif et se trouvant plus abondant dans le
développement ou la régénération des NMJ (Matteoli et al, 1988; Matteoli et coll., 1990; Tarabal et
al, 1996) et est stocké dans des vésicules de noyau denses. L’épuisement du CGRP est exclusif dans les
nerfs moteurs et les NMJ puisque I'immunoréactivité dans le systéeme sensoriel/viscéral est maintenue
dans les muscles affectés de SMAT1, un marquage qui a servi de contrble positif de la méme

technique.

Figure 50, image de I'expression de cgrp et Y172 dans les muscles TA d’une souris WT, mentionne des fibres et des plaques

musculaires légérement marquées (NMJ).
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Ainsi, la derniére partie du séjour expérimental a consisté a analyser plusieurs images NMJ (Figure 50)
selon différents parameétres afin d’établir des différences entre les souris WT et SMNT1 puis de les
évaluer avec les résultats de modeéles animaux traités avec Nusinersen SPINRAZA.

Voici les analyses statistiques obtenues a partir des parametres les plus pertinents extraits de

Valsecchi et al., (figure 51) :

A B

Figure 51, analyse quantitative des différents NMJ des modéles WT et TG d’AS a P10. (A) distribution de la zone NMJ dans les
plaques terminales WT (ligne continue) et SMA (ligne pointillée) exprimée en pourcentage du nombre total de plaques. (B)
valeur moyenne de la zone NMJ dans les quadriceps WT et SMA. *p<0,05 par analyse par T-test. (C) [33]

Dans I'ensemble, on peut voir comment les modeles murins WT présentent un pourcentage de NMlJs
avec une area plus grande et avec une intensité du marqueteur CGRP9 plus élevé par rapport aux
souris KO de SMINT1, ce qui confirme que la neuropathologie de I’AS déclenche un large éventail de
changements ultrastructurels dans les MNs-a a la fois au niveau nucléaire, comme mentionné dans le
bouton C, et au niveau des NMJ, ce qui produit I'absence d’innervation et I'atrophie des muscles

antérieurs.
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6. CONCLUSIONS

En guise de conclusion, une fois que les résultats de la recherche ont été analysés et discutés, on peut

indiquer ce qui suit :

Les résultats ont montré que I'agent thérapeutique Nusinersen SPINRAZA est efficace pour le

traitement de la pathologie SMA dans les modeles murins SMAT1.

e De cette facon, il a été possible de vérifier une diminution du nombre de MNs-a situés dans
la corne ventrale de la moelle épiniére des rongeurs KO par rapport aux WT et il a été
démontré qu’un nombre analogue peut étre atteint a nouveau en administrant le traitement.

e En outre, il a été démontré que les niveaux de protéine SMN extraits du tissu nerveux de la
moelle épiniere des rongeurs traités ont également été assimilés a WT, ce qui illustre
I’efficacité de I'agent thérapeutique.

e D’autre part, des relations de divers paramétres ont également été trouvées qui concerne les

NMJ (pourcentage de I'area et intensité) a la suite d’une pathologie neuromusculaire chez les

rongeurs KO.

Ainsi, il est mentionné que I'hypothése initiale a été corroborée : la stratégie thérapeutique
Nusinersen SPINRAZA est efficace pour le traitement de la neuropathologie de I'amyotrophie spinale ;

de la méme maniére que les objectifs fixés ont été plus que atteints.
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7. CONSIDERATIONS FINALES

En définitive, je joins une évaluation prenant en compte les objectifs fixés au début par rapport au

cadre théorique et pratique :

e la partie théorique du travail m’a permisd’élargir mes connaissances sur la SMA grace a la
documentation dans des articles scientifiques et des revues; A son tour, le séjour dans le
laboratoire expérimental de neuropathologie de I'IRBLleida a en soi conduit a une étude
exhaustive des bases biologiques et phénotypiques de la SMA afin d’étre pleinement
conscient des techniques et des processus qui ont été exécutés.

e A la lumiére de ce qui précéde, la préparation des travaux m’a permis de participer au
développement d’un projet scientifique, au quotidien. Avoir été encadré et accompagné par
Dra. Olga Tarabal, experte dans le domaine, m’a directement rapprochée du travail quotidien
qui doit étre effectué dans un laboratoire : des protocoles de nettoyage et de désinfection a
I'instinct de dépassement et a la curiosité nécessaire. D’autre part, j'ai pu me familiariser avec
les méthodologies et les outils utilisés dans les laboratoires, tels que I'utilisation correcte des
pipettes automatisées et [|'assemblage d’échantillons grace a des techniques
immunohistochimiques.

e Parallelement aux résultats déja exprimés, il a été possible de démontrer empiriquement, les
mécanismes pathogénes de la maladie. Premierement, les changements phénotypiques subis
par les souris tels que la réduction de la taille, du poids, de I'atrophie et des tremblements
musculaires constants (en particulier dans les muscles postérieurs); deuxiemement, la
délétion de I'exon 7 du gene NMS par la réalisation du test PCR; et enfin les changements dans
les niveaux de protéine SMN exprimés par la technique du Transfert de Western.

Tout bien pesé, je trouve que ce travail m’a aidé a entrer dans le monde de la recherche scientifique

et a travailler en laboratoire. De plus, j’ai appris a concevoir une méthode expérimentale : poser un
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probléme, formuler une hypothése, mener plusieurs expériences, analyser les résultats obtenus et

rédiger une conclusion.

Je reconnait que malgré les limites dans I'obtention des représentations des résultats pour des raisons
bureaucratiques, je considere que ce travail peut contribuer positivement a la communauté
scientifique en apportant sa pierre a I’édifice, en résolvant et en corroborant un aspect dominant a la

fois dans I’aspect humanitaire et dans le domaine de la recherche biomédicale.
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8. ANNEXES
8.1 ANNEXE | : RESUME DES THERAPIES POUR L'SMA

Tableau adjointe qui constate et classifie les différentes thérapies sééctionnés avec objectif au gene
SMN en fonction de si sont approuvées ou se trouvent en plein dévéloppement clinique (Tableau 6).
D’une autre part, resumé des medicaments ayant un potential de renovation sur la moelle epiniere et

donc, favorables au traitement du SMA (Tableau 7).
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8.2 ANNEXE Il : ANTICORPS POUR LE MARQUAGE IMMUNOCYTOCHIMIE

Anticorps primaires et secondaires utilisés dans la coloration immunocytochimique, en particulier
pour I immunofluorescence dans les coupes de cryostat et pour I'ensemble de la technique de

montage.
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8.3 ANNEXE 1l : ANTICORPS POUR LE MARQUAGE IMMUNOCYTOCHIMIE

A continuation les anticorps primaires et secondaires utilisés pour la réalisation de la détection

immunochimique dans la technique du Westen Blot sont détaillés.
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