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Résumé 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative caractérisée par 

une perte sélective des motoneurones et impliquant les effets neurotoxiques des astrocytes. Le 

but de ce travail est d’explorer les altérations du métabolisme dans les astrocytes induites par 

des conditions associées à la SLA. 

Nous avons dans un premier temps mis en place une méthodologie d’analyse spectrométrique 

(résonance magnétique nucléaire et spectrométries de masse) du métabolome cellulaire. 

Ensuite, nous avons invalidé les cellules NSC-34 comme modèle in vitro d’étude de 

l’excitotoxicité induite par le glutamate. Nous avons enfin étudié les altérations métaboliques 

dans les astrocytes primaires dans des conditions de la SLA et décrit plusieurs 

dysfonctionnements métaboliques dans ces cellules induits par l’expression de la mutation 

SOD1G93A, par la présence des motoneurones sauvages et par l’exposition au glutamate. Ce 

travail met en évidence les relations métaboliques entre la SLA et le métabolisme énergétique 

cérébral. 

Nos résultats contribuent à la compréhension des altérations métaboliques des astrocytes dans 

la SLA et pourraient aider à appréhender de nouvelles cibles thérapeutiques associées aux 

altérations métaboliques dans la SLA, afin de protéger les motoneurones des perturbations 

délétères induites par le glutamate. 

Mots Clés : SLA, métabolomique, modèle in vitro, glutamate, excitotoxicité, astrocytes, 

motoneurones, spectrométrie de masse 
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Abstract 
 
The selective degeneration of motoneuron that characterizes amyotrophic lateral sclerosis 

(ALS), implicates non-cell-autonomous effects of astrocytes. The aim of this work is to explore 

the metabolic status of astrocytes exposed to ALS-associated conditions, using metabolomics 

approach.  

We first, developed a methodology for the analysis of cellular metabolome using different 

analytical technologies, and then we evaluated the relevance of differentiated NSC-34 as an in 

vitro model for glutamate excitotoxicity studies. Finally, we evaluated metabolic alterations in 

astrocytes in ALS-associated conditions and we described several metabolic dysfunctions in 

these cells induced by the expression of a SOD1G93A mutation, the presence of wildtype 

motoneurons and glutamate exposition. These studies highlight major impacts of ALS on the 

brain energetic metabolism.  

This work provides novel insight for understanding the metabolic dysfunction of astrocytes in 

ALS conditions and opens perspective of therapeutics targets though focus on these metabolic 

ways, in order to protect motoneurons from glutamate injury. 

Keywords: ALS, metabolomics, in vitro model, glutamate, excitotoxicity, astrocytes, 

motorneurons, mass spectrometry  
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La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), également appelée la maladie de Charcot ou de 

Lou Gehrig est une maladie neurodégénérative chronique apparaissant à l’âge adulte. Elle est 

caractérisée par une perte sélective et progressive des motoneurones du cortex cérébral moteur 

(motoneurones supérieurs ou centraux), de la moelle épinière et du tronc cérébral 

(motoneurones inferieurs ou périphériques). Les motoneurones centraux sont connectés aux 

motoneurones périphériques qui eux innervent directement les muscles. La dégénérescence de 

ces motoneurones est à l’origine des paralysies extensives conduisant au décès, le plus 

fréquemment par défaillance respiratoire (Kanning et al. 2010; Wijesekera and Leigh 2009) 

dans les deux à quatre ans après le diagnostic (Chiò et al. 2013). Cette maladie reste aujourd’hui 

incurable et d’évolution toujours fatale. 

L’incidence de la SLA en France est estimée à 2,5 pour 100 000 habitants et sa prévalence 

comprise entre 5 et 8 pour 100 000 habitants (Marin et al. 2009). La SLA est familiale (SLAf) 

dans 5-10% des cas tandis que les 90 à 95% des cas restants sont sporadiques (SLAs) (Couratier 

et al. 2016). Environ 20 % des cas familiaux de la SLA sont associées à près de 170 mutations 

du gène codant la superoxyde dismutase de type 1 (SOD1) (Andersen 2004). La population 

caucasienne, les hommes, les personnes âgées de plus de 60 ans, et les antécédents familiaux 

de SLA sont des facteurs de risque clairement démontrés (Chiò et al. 2013; Marin et al. 2016b). 

Il n’existe à ce jour aucun marqueur biologique de diagnostic, ni de pronostique utilisable en 

pratique de routine. 

De nombreux facteurs génétiques et environnementaux ont été associés à la survenue de la SLA, 

cependant les mécanismes physiopathologiques impliqués restent mal connus. Parmi ces 

mécanismes, le rôle de l’excitotoxicité (destruction neuronale) induite par le glutamate est 

unanimement admis (Van Den Bosch et al. 2006) et est à l’origine du seul médicament indiqué 

aujourd’hui dans cette pathologie, le riluzole, un antagoniste du glutamate (Bensimon et al. 

1994; Lacomblez et al. 1996). Le glutamate est au cœur des hypothèses actuelles concernant la 

mort cellulaire, et par extension, le développement de biomarqueurs et de nouveaux 

médicaments pour la SLA (Blasco et al. 2014b; Gordon and Meininger 2011). Des études 

réalisées sur les patients atteints de la SLA indiquent une altération du métabolisme (Blasco et 

al. 2016c), notamment le métabolisme énergétique (Dupuis et al. 2011) qui est une 

caractéristique importante dans la pathogénèse de la SLA. En effet, la SLA est associée à une 

perte de poids, à un hypermétabolisme basal et à une altération du métabolisme lipidique et 

glucidique (Desport et al. 2005; Dupuis et al. 2012). Plusieurs études ont mis en évidence 

l’implication des astrocytes dans la dégénérescence des motoneurones (Lino et al. 2002; 
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Pramatarova et al. 2001). Ces astrocytes jouent un rôle crucial dans la clairance du glutamate 

et protégeraient ainsi les motoneurones des effets délétères du glutamate (Van Den Bosch et al. 

2006). Le manque de connaissances sur le mécanisme principal de dégénérescence des 

motoneurones dans la SLA reste un obstacle majeur au développement de médicaments 

(Mitsumoto et al. 2014). Nous suggérons dans ce travail que la modification du métabolisme et 

le dysfonctionnement induit par le glutamate pourraient être liés. Parmi les approches 

permettant d’approfondir la compréhension des mécanismes physiopathologiques, l’approche 

métabolomique semble être appropriée pour étudier les altérations métaboliques. 

L’objectif de ce travail de thèse est d’approfondir la connaissance des mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la SLA, en particulier les altérations du métabolisme 

induites par le glutamate au niveau cellulaire en utilisant une approche métabolomique. 

Ce travail se décline en trois grandes parties : Une première partie vise à mettre au point les 

différentes méthodes de préparation et d’analyse du métabolome cellulaire. Une deuxième 

partie consiste à évaluer du point de vue moléculaire et cellulaire la ligne cellulaire hybride 

NSC-34 (issue de la fusion de motoneurones et des cellules du neuroblastome) comme modèle 

in vitro d’étude de l’excitotoxicité. Enfin une troisième partie porte sur la mise au point d’un 

modèle de co-culture à partir des cultures primaires de motoneurones et des astrocytes, puis 

l’étude des modifications du profil métabolique de ce modèle soumis à l’excitotoxicté induite 

par le glutamate.  

Cette thèse comporte 4 travaux publiés et un sous presse. 

Article 1- Revue de littérature ayant examiné les méthodologies couramment utilisées pour la 

préparation des cellules et d’extraction des métabolites en vue d’analyse métabolomique en 

générale et particulièrement par la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

haute résolution (LC-HRMS).  

Madji Hounoum Blandine et al. “Liquid chromatography-high resolution mass 

spectrometry-based cell metabolomics: experimental design, recommendations 

and applications” Trends in Analytical Chemistry, (2016) 75, pp.118-28   

Article 2- Mise au point de la méthodologie d’analyse pour les études métabolomiques sur des 

cultures cellulaires en utilisant la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN), la 
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chromatographie gazeuse ou liquide couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS et LC-

HRMS).  

Madji Hounoum Blandine et al. “Analytical methodology for study of adherent 

mammalian cell metabolomics using NMR, GC-MS and LC-HRMS” Analytical and 

Bioanalytical Chemistry, (2015) 407, pp.8861-8872 

Article 3- Revue de littérature ayant examiné les principales études sur la recherche des 

biomarqueurs dans la SLA en utilisant l’approche métabolomique. Cette revue discute 

également des atouts et les limites des différentes stratégies d’études utilisées.  

Blasco H, Patin F, Madji Hounoum Blandine et al. “Metabolomics in Amyotrophic 

Lateral Sclerosis: how far can it take us” European Journal of Neurology 

(2015) 23, pp. 447-54 

Article 4- Evaluation de la lignée cellulaire NSC-34 comme modèle d’étude de l’excitotoxicité 

induite par le glutamate dans la SLA par comparaison aux cultures primaires de motoneurones. 

Madji Hounoum Blandine et al. “NSC-34 motor neuron-like cells are unsuitable 

as experimental model for glutamate-mediated excitotoxicity” Frontiers in 

Molecular Neuroscience, (2016)10:11, pp118 

Article 5- Etude des altérations métaboliques dans les astrocytes primaires dans des conditions 

associées à la SLA telles que l’expression de la mutation SOD1, la présence des motoneurones 

sauvages et l’exposition au glutamate 

Madji Hounoum Blandine et al. “Wildtype motoneurons, ALS-linked SOD1 

mutation and glutamate profoundly modify astrocytes metabolism and lactate 

shuttling” Soumis dans Glia 

Globalement, nos travaux ont permis de mettre en place une méthodologie d’analyse 

métabolomique des cellules et de contribuer à la compréhension des altérations métaboliques 

dans les astrocytes et de leurs implications dans la physiopathologie de la SLA. Ces données 

pourraient aider à appréhender de nouvelles cibles thérapeutiques associées aux altérations 

métaboliques dans la SLA, afin de protéger les motoneurones des perturbations délétères 

directement ou indirectement induites par le glutamate. 
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I. La Sclérose Latérale Amyotrophique 

I.1. Historique 

La SLA fut étudiée pour la première fois il y a plus de 150 ans par le neurologue Guillaume 

Duchenne (1850) qui pensa que la maladie n'était que musculaire. La première démonstration 

d'une atteinte de la moelle épinière est faite en 1853 par le médecin Jean Cruveilhier au cours 

d'une autopsie, montrant une atrophie des racines antérieures. En 1874, le neurologue Jean-

Martin Charcot, établit avec précision les caractéristiques cliniques et pathologiques de la SLA 

(Charcot 1874). Il fut le premier à utiliser le terme « sclérose latérale amyotrophique ». Le terme 

« sclérose » se réfère au « durcissement » des tractus corticospinaux résultant de la 

dégénérescence des motoneurones et de leur remplacement par des cellules gliales. La sclérose 

est dite « latérale » car les fibres nerveuses qui sont altérées se situent dans la partie latérale de 

la moelle épinière. Le terme « amyotrophique » se réfère à l’atrophie des fibres musculaires 

induite par la dégénérescence des motoneurones de la corne antérieure de la moelle épinière qui 

conduit à l’affaiblissement musculaire et à l’apparition de fasciculations (Rowland and 

Shneider 2001). 

Pourtant, jusque-là la SLA fut exclusivement connue par les cliniciens et scientifiques. Ce n’est 

que dans la décennie 1940-1950 qu’elle fut largement connue par le grand public, après qu’elle 

devint « épidémique » dans la population de l'île de Guam dans l'océan Pacifique et qu’elle 

toucha un célèbre joueur de baseball aux Etats-Unis, Lou Gehrig, qui donna son nom à la 

maladie (maladie de Lou Gehrig). Ce ne fut que dans les années 1990 que la recherche 

scientifique sur la SLA a explosé et l’une des avancées majeures fut l'identification des modèles 

cellulaires et animaux de la maladie qui globalement facilitent l’approche multidisciplinaire 

dans l’identification de nouveaux mécanismes et des voies impliquées dans la SLA (Tableau 

en Annexe 1). 

I.2. Epidémiologie  

La SLA est la plus fréquente des maladies du motoneurone chez l’adulte et l’une des maladies 

neurologiques les plus graves. L’incidence de la SLA dans le monde a été estimée en moyenne 

à 1,75 (1,55-1,96) pour 100 000 personnes par an (PA) (Marin et al. 2016b). Cette incidence 

est relativement homogène en Europe (2 à 3 pour 100 000 PA) (Couratier et al. 2016), en 

Amérique du nord et en Nouvelle Zélande (1,66 à 1,97 pour 100 000 PA). Une certaine 
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hétérogénéité a été observée entre l’Europe du Nord (1,46 à 2,32 pour 100 000 PA) et l’Asie de 

l’Est (0,42-1, 24 pour 100 000 PA), la Chine et le Japon ou l’Asie du Sud (0,58-0,89 pour 

100 000 PA) (Marin et al. 2016b).  Cette variation de l’incidence de la SLA en fonction des 

zones géographiques renforce l’hypothèse de la forte implication des facteurs 

environnementaux et le mode de vie dans la survenue de la maladie, ainsi que des facteurs 

génétiques, en particulier les « ascendants » des populations. 

Le plus souvent la maladie se manifeste sporadiquement (SLAs) avec une étiologie 

indéterminée (90-95% des cas), tandis qu’environ 5 à 10% des patients ont une histoire 

familiale antérieure de la maladie du motoneurone et/ou de démence fronto-temporale (Byrne 

et al. 2011). La transmission de ces formes familiales de SLA (SLAf) se fait souvent sur le 

mode autosomique dominant. Des cas de transmission autosomale récessive ont été décrits 

(Gros-Louis et al. 2006). On évoque la SLAf lorsqu’il existe deux  cas au  sein d’une même 

famille (Valdmanis and Rouleau 2008). Les deux formes sporadique et familiale de la SLA 

possèdent des symptômes cliniques très similaires (Byrne et al. 2011). 

L'âge moyen d'apparition de la maladie se situe autour de 60 ans (Chio et al. 2002; Pasinelli 

and Brown 2006; Pugliatti et al. 2013). Il existe également des formes à début précoce, vers 30 

ans, représentant seulement 5% des cas (Haverkamp et al. 1995). La moyenne de survie de la 

SLA est de 1 à 5 ans (Cleveland and Rothstein 2001). Globalement, il existe une prépondérance 

masculine, définie par un sex-ratio de 1,2-1,5 homme pour une femme (Manjaly et al. 2010; 

McCombe and Henderson 2010). Cette différence selon le sexe pourrait résulter de plusieurs 

facteurs de risques professionnels ou environnementaux (Sutedja et al. 2009) 

I.3. Clinique 

La SLA se caractérise cliniquement par l’association à des degrés divers d’une paralysie 

progressive des muscles à innervation spinale et bulbaire, secondaire à une atteinte des 

motoneurones périphériques (MNP) et des motoneurones centraux (MNC) (Figure 1). Malgré 

les nombreuses études sur la recherche de biomarqueurs diagnostiques et/ou pronostiques, il 

n’existe à ce jour aucun marqueur fiable utilisable en clinique. Le diagnostic est principalement 

clinique et repose sur la coexistence de symptômes cliniques d’atteinte de ces motoneurones, 

et sans signe d’atteinte des autres systèmes notamment sensitif, cérébelleux, extrapyramidal et 

cognitif.  
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Figure 1 : Présentation des motoneurones touchés dans la SLA (schéma adapté de Swinnen et 

al., 2014) 

Les motoneurones dans le cortex primaire moteur (bleu, Figure 1) et motoneurones 

bulbospinaux périphériques (en rouge) sont les sites préférentiellement touchés par la SLA. Les 

neurones dans le cortex fronto-temporal (orange), cependant, sont fréquemment impliqués ainsi 

le phénotype résultant sera dans le spectre de démence SLA-frontotemporale. La participation 

du neurone moteur oculaire (vert) et vésicorectal (jaune), est rare, et se produit surtout dans les 

cas de maladie de longue durée d’évolution. 

La présentation clinique de la SLA est très hétérogène en fonction de la prédominance du type 

de motoneurones atteints, de la répartition topographique de l’atteinte, du mode évolutif et des 

signes associés. On distingue principalement deux formes cliniques de SLA, la forme spinale 

et la forme bulbaire : 
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 La forme spinale de la maladie est due à la dégénérescence des MNP, elle est 

caractérisée par une atteinte de la motricité (faiblesse et une fonte musculaire) des 

membres inférieurs et supérieurs. Progressivement, une spasticité se développe dans 

les membres atrophiés et affaiblis, affectant la dextérité manuelle et la démarche. 

Environ 2/3 des patients atteints de la SLA classique présentent la forme spinale de 

la maladie.  

 La forme bulbaire correspond à la dégénérescence des MNP du tronc cérébrale 

conduisant à des troubles de la parole et/ou de la déglutition, elle est constatée dans 

environ 1/3 des cas (Argyriou et al. 2005). Les symptômes au niveau des membres 

peuvent apparaître presque simultanément avec les symptômes bulbaires, ou dans la 

grande majorité des cas 1 à 2 ans après.  

Pour évaluer le degré d’atteinte des MNP, l'électromyographie, la biopsie  musculaire, et 

l’estimation du nombre d’unités motrices sont utilisés. Cependant, aucune technique  

radiologique et/ou électrophysiologique n’est utilisée en routine pour évaluer l’atteinte des MN 

(Marin et al. 2016a). La principale conséquence clinique liée à la dégénérescence des 

motoneurones est une atteinte progressive des muscles des quatre membres, de la langue et des 

muscles respiratoires.  

Une atteinte cognitive est possible dans la SLA, 30% des cas liés à une mutation C9orf72 

présentent des troubles cognitifs (Hodges 2012). Ces troubles se caractérisent par une atteinte 

des fonctions exécutives telles que les troubles de la flexibilité mentale, de la mémoire de 

travail, les troubles attentionnels et la réduction de la fluence verbale (Murphy et al. 2007). 15 

à 20% des patients SLA ayant des troubles cognitifs répondraient aux critères de démence 

fronto-temporale (DFT) (Phukan et al. 2012; Phukan et al. 2007). Il est également associé une 

atteinte du langage et des troubles du comportement. Des troubles du comportement tels qu’une 

apathie, une irritabilité et une désinhibition ont été également observés en association avec des 

troubles cognitifs chez des patients (Grossman et al. 2007).  
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I.4. Prise en charge des patients 

I.4.1. Diagnostic 

L’hétérogénéité phénotypique de la SLA et surtout de l’absence de marqueur biologique de 

diagnostic rendent difficile le diagnostic absolu et compromettent la certitude du diagnostic 

dans la pratique clinique. Les critères diagnostiques de la SLA ont été établis par la Fédération 

Mondiale de Neurologie (FMN) (critères El Escorial, 1994; critères révisés Airlie House, 2000) 

(Brooks et al. 2000). Ces critères sont basés sur les degrés d’association d’atteinte clinique  des 

MNP et des MNC dans différents territoires, et permettent d’attribuer à chaque patient un degré 

de certitude diagnostique, variant de SLA possible, probable, à certaine (Brooks et al. 2000). 

Ces critères ont aussi été repris et sont validés par la Haute Autorité de Santé (HAS). La SLA 

est alors classée en : cliniquement certaine, cliniquement probable et cliniquement possible 

(Tableau 1).  

Tableau 1 : Critères de Airlie House (EI Escorial révisés) 

Critères d’Airlie House (1998) Définition clinique 
SLA cliniquement certaine Signes d’atteinte des MNC + MNP bulbaire dans 

trois régions spinales ou deux régions spinales et 

bulbaires 

 

SLA cliniquement probable Signes d’atteinte des MNC + MNP dans au moins 

deux régions avec MNC rostral par rapport aux 

signes périphériques 

 

SLA cliniquement probable étayée par des 

examens paracliniques 

Signes d’atteinte des MNC + MNP dans une 

région et des MNP par ENMG dans au moins 

deux membres 

  

SLA cliniquement possible Signes d’atteinte des MNC + MNP dans une 

région ou des MNC dans deux régions ou MNP 

rostral par rapport aux MNC 

 

ENMG : ElectroNeuroMioGraphie ; MNC : Motoneurone Central ; MNP : Motoneurone 

Périphérique ; SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique. 

 

L’électromyogramme (EMG) apporte des arguments en faveur d’une atteinte du MNP en 

mettant en évidence la combinaison d’une dénervation en cours, ce qui impose l’enregistrement 

de fibrillations et de potentiels positifs et de signes de réinnervation sous la forme de potentiels 

d’unité motrice larges, instables s’associant à un appauvrissement du tracé. Le scanner cérébral 
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et l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) sont fréquemment réalisés afin de vérifier 

l’intégrité de la moelle épinière et/ou du cerveau. L’analyse du liquide céphalo-rachidien n’est 

pas systématique et est surtout réalisée pour s’assurer de l’absence d’infection. 

I.4.2. Traitements médicamenteux 

A ce jour, il n'existe pas de traitement permettant de guérir, ni même de stopper l'évolution de 

la SLA (HAS, 2006). Le Riluzole (Rilutek®), un antagoniste du glutamate présumé, est le seul 

médicament approuvé permettant de ralentir l'évolution de la maladie. Ce traitement a montré 

une prolongation de la survie des patients de l’ordre de 6 mois dans deux essais thérapeutiques 

(Lacomblez et al. 1996; Miller et al. 2007b). La vitamine E peut être prescrite en raison de ses 

propriétés anti-oxydantes bien que les études réalisées chez l'homme n'aient pas démontré 

d'effets significatifs sur l'évolution de la maladie (Mitsumoto et al. 2014). Le traitement de la 

SLA repose sur l’utilisation conjointe, deux fois par jour, du Riluzole et de la vitamine E dosée 

à 500 mg. Cependant le Riluzole peut entrainer des effets secondaires tels que la fatigue, la 

somnolence, des vertiges, des nausées et de la diarrhée. Et dans certains cas une légère élévation 

des enzymes hépatiques peut se produire (Mitsumoto et al. 2014).  

L’absence de traitement curatif est regrettable, mais les traitements symptomatiques apportent 

du confort et sont donc primordiaux dans la prise en charge des patients : certes ils n’améliorent 

pas la survie globale des patients mais ils améliorent leur qualité de vie. Il apparaît donc 

indispensable de traiter les crampes, la spasticité, les douleurs, l’hypersalivation ainsi que la 

symptomatologie anxio-dépressive lorsqu’elles sont présentes. L'évaluation de la qualité de vie 

semble également cruciale pour concevoir une intervention clinique et évaluer de nouveaux 

traitements (O'Doherty et al. 2010). 

I.4.3. Traitements non médicamenteux 

La prise en charge pluridisciplinaire spécialisée est essentielle, au sein d’équipes spécialisées 

regroupant des neurologues, des pneumologues, des kinésithérapeutes, des infirmières, des 

diététiciens, des ergothérapeutes, des orthophonistes et des psychologues. Cette prise en charge 

globale augmente la survie et la qualité de vie des patients (Van den Berg et al. 2005). La 

suppléance des fonctions vitales chez le patient atteint de la SLA est préconisée par la HAS en 

France. Elle comprend des thérapeutiques physiques, des soins palliatifs, une nutrition entérale 

et une assistance respiratoire (Has 2006). 
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La prise en charge musculaire de relaxation est essentielle car à tous les stades de la maladie, 

la thérapie physique est utile pour le maintien de la mobilité. Une kinésithérapie régulière 

permet de prévenir l’algodystrophie (syndrome douloureux des articulations secondaires à un 

traumatisme) et la thrombose veineuse. 

La prise en charge respiratoire est nécessaire. En effet, l’atteinte respiratoire est liée à une 

dégénérescence des centres respiratoires mais aussi à l’atteinte neuromusculaire. Elle peut se 

manifester de manières diverses : hypoxie nocturne ou hypoventilation alvéolaire et 

hypercapnie. La ventilation non invasive permet bien souvent d’améliorer la qualité de vie des 

patients et de prolonger leur survie. Bach et al rapporte une survie pouvant atteindre 114 mois 

chez certains de leurs patients sous ventilation (Bach 2002). Kleopa et al, sur 122 patients, 

notent une survie de quatorze mois chez des patients ventilés contre trois mois chez les patients 

non ventilés (Kleopa et al. 1999). 

La prise en charge nutritionnelle est également centrale. En effet, la dénutrition est un facteur 

de mauvais pronostic et elle impacte notamment le capital musculaire du patient. Il existe 

souvent un amaigrissement qui peut être d’origine mixte : diminution des apports en raison de 

la faiblesse ou d’une dysphasie, mais aussi hypermétabolisme. L’instauration d’une 

gastrostomie est parfois rendue nécessaire, lorsque les troubles bulbaires sont sévères ou quand 

les apports oraux sont insuffisants (dégradation de l’état nutritionnel du patient). 

Une prise en charge spécialisée permet de préserver et de développer l’indépendance et 

l’autonomie des patients dans leur environnement quotidien. 

La prise en charge psychologique du patient et des aidants est enfin essentielle du fait de 

l’aggravation progressive du tableau clinique et de l’évolution inéluctable de la maladie vers le 

décès. La SLA peut s’accompagner de troubles du contrôle émotionnel, il s’agit d’une baisse 

du seuil émotionnel ou de phénomène de pleurs ou de rires réflexes. Un syndrome dépressif 

peut y être associé.  

I.4.4. Perspectives thérapeutiques 

Dès 2005, puis confirmé en 2015, plusieurs molécules ont été évaluées dans le cadre d’un 

traitement à visée étiologique par la HAS mais la commission n’en a retenu aucune et a conclu 

à une absence de bénéfice suite à un traitement qui associe de l’alphatocophérol et du Riluzole 

[HAS, protocole national de diagnostic et de soins (PNDS) Sclérose Latérale Amyotrophique 
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(ALD9), 2015, Paris]. La recherche de nouveaux traitements médicamenteux continue et un 

certain nombre de molécules sont en cours d’essai. Ces traitements ciblent différents 

mécanismes physiopathologiques impliqués dans la SLA tels que l’excitotoxicité induite par le 

glutamate, l’accumulation de la protéine SOD1, le stress oxydatif, la dysfonction 

mitochondriale, et l’atteinte musculaire (Blasco et al. 2016b; Mitsumoto et al. 2014; Zinman 

and Cudkowicz 2011) (Figure 2). Plus de 50 essais cliniques ont pourtant été réalisés depuis 

des dizaines d’années pour retarder la progression de la maladie, mais malheureusement, ils se 

sont révélés décevants. Les différentes molécules qui ont fait l’objet d’essais cliniques réalisés 

entre 2004 et 2016 sont reportées dans le Tableau 2. Toutefois, les avancées technologiques 

(séquençage haut débit…), ainsi que l’avènement de la thérapie cellulaire, de l’immunothérapie 

et de la thérapie génique ouvrent de nouvelles perspectives (Petrou et al. 2016; Vucic et al. 

2014). 

 

Tableau 2 : Molécules ayant fait l’objet d’essais cliniques entre 2004 et 2016 pour le traitement 

de la SLA  

Cible physiopathologique Molécule testée Références 

 

Autophagie Lithium  

(Aggarwal et al. 2010; Chio et al. 

2010; Miller et al. 2011; 

Morrison et al. 2013) 

 

Excitotoxicité 
Talampanel  (Pascuzzi et al. 2010) 

Ceftriaxone  (Berry et al. 2013) 

Flecainide (Park et al. 2015) 

 

Inflammation, apoptose 
Minocycline  (Gordon et al. 2007) 

TCH346  (Miller et al. 2007a) 

Glatiramère  (Meininger et al. 2009) 

Inhibiteur de PDE4β et de TNF 
Pentoxifylline  (Meininger et al. 2006) 

Facteurs neurotrophiques 
Xaliprodène  (Meininger et al. 2004) 

IGF-I  (Sorenson et al. 2008) 

 

 

Mitochondrie 

Créatinine 
(Rosenfeld et al. 2008; Shefner et 

al. 2004) 

Acétyl-L-carnitine  (Beghi et al. 2013) 

Dexpramipexole  (Cudkowicz et al. 2013) 
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Olesoxime  (Lenglet et al. 2014) 

Neuroinflammation Célécoxib  (Cudkowicz et al. 2006) 

Neuroprotection Erythropoïétine  (Lauria et al. 2015) 

 

Stress oxydatif 
Vitamine E  (Graf et al. 2005) 

CoQ10  (Kaufmann et al. 2009) 

Bromocriptine  (Nagata et al. 2016) 

Peroxysome 
Pioglitazone  (Dupuis et al. 2012) 

 

L’une des principales raisons des échecs thérapeutiques dans la SLA est l'absence de 

connaissance de la physiopathologie et donc de biomarqueurs associés à cette physiopathologie. 

Le délai entre l’apparition des symptômes et le diagnostic est de plus d'un an, ceci limite 

considérablement la participation à des essais cliniques et la possibilité d’une prise en charge 

précoce des patients.  

 

 

Figure 2 : Hypothèses des mécanismes pathogéniques et les interventions thérapeutiques 

(adapté de Mitsumoto et al., 2014).  

Les cibles thérapeutiques présumées dans les motoneurones, les astrocytes, la microglie et les 

lymphocytes T dans le SNC. Les flèches noires montrent les cibles étudiées dans les essais 
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cliniques. AP : autophagie,  BBB : barrière hémato-encéphalique (en association avec la 

déficience neurovasculaire), Ca 2+ : ion calcium, DS : signal de la mort ou de l'apoptose, ER : 

réticulum endoplasmique, GLT : glutamate, GLT-T : transporteur de glutamate, N: noyau, 

NTF : facteurs neurotrophiques, OS : stress oxydatif, P : protéines. 

 

I.5. Etiologie 

Malgré les grands progrès génétiques et/ou environnementaux réalisés pour la compréhension 

des causes de la SLA, il n’existe pas de cause clairement identifiée à ce jour. Certaines 

mutations génétiques sont impliquées, notamment dans les formes de SLA familiales mais on 

en connait moins sur les facteurs environnementaux et génétiques impliqués dans les formes 

sporadiques de la maladie. Des études épidémiologiques indiquent que la SLA résulte 

probablement des interactions entre des facteurs environnementaux et des facteurs génétiques 

en intégrant l’âge, le moment et la durée d’exposition à ces facteurs de risques exogènes (Al-

Chalabi and Hardiman 2013; Zufiria et al. 2016).  

I.5.1. Facteurs environnementaux 

Les études épidémiologiques et expérimentales ont mis en évidence un rôle de l'environnement 

dans la pathogenèse de la SLA. Parmi eux, il y a les facteurs liés au mode de vie (Fang et al. 

2006), les expositions environnementales (métaux lourds, pesticides, toxines…) (Kamel et al. 

2005; Qureshi et al. 2006), professionnelles ou chimiques (Malek et al. 2012; Sutedja et al. 

2009; Vinceti et al. 2010), les agents infectieux (Douville et al. 2011; Oluwole et al. 2007), les 

apports nutritionnels (Fitzgerald et al. 2014), le degré d’activité physique (Huisman et al. 2013; 

Pupillo et al. 2014; Scarmeas et al. 2002), et la traumatologie (Peters et al. 2013). A ce jour, 

aucune association entre un facteur de risque environnemental et la SLA n’a pu être démontrée 

de manière convaincante et reproductible (Gil et al. 2007).  

I.5.2. Facteurs génétiques 

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

que l’implication des facteurs génétiques est un des éléments majeurs dans la mort des 

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

type 1 (SOD1) (Rosen et al. 1993a), le nombre de gènes liés à, ou, favorisant la survenant de la 
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SLA n’a cessé de croître. Plusieurs gènes responsables de la SLA (dans les SLAf) ou associés 

à la SLA (dans les SLAs) ont été décrits (Van Damme and Robberecht 2009). En plus des 

mutations SOD1 (Rosen et al. 1993a), des mutations dans le gène codant la protéine TAR DNA-

Binding Protein (TARDBP) (Mackenzie et al. 2007b; Sreedharan et al. 2008), fused in sarcoma 

(FUS) (Kwiatkowski et al. 2009), Ubiquilin2 (UBQLN2) (Deng et al. 2011), C9ORF72 

(DeJesus-Hernandez et al. 2011) et plusieurs autres sont associées aux phénotypes de la SLA 

(Chen et al. 2013; Corcia et al. 2014) (Tableau 3).  

Tableau 3: Gènes impliqués dans la SLA 

Gène Locus Référence 

Superoxide dismutase 1 (SOD1) 21q22.1 (Rosen et al. 1993a) 

Paraoxonase (PON) 7q21 (Ticozzi et al. 2010) 

TAR DNA-binding protein (TARDBP) 1p36.2 (Sreedharan et al. 2008) 

Fused in sarcoma (FUS) 16q12 (Vance et al. 2009) 

Senataxine (SETX) 9q34 (Avemaria et al. 2011) 

Survival motoneuron (SMN1) 5p12 (Corcia et al. 2002b) 

Angiogenin (ANG) 14q11.2 (van Es et al. 2011) 

Vasculo endothelial growth factor (VEGF) 6p12 (Lambrechts et al. 2003) 

Vasolin-containing protein (VCP) 9p13.3 (Johnson et al. 2010) 

Ubiquilin 2 (UBQLN2) Xp11 (Millecamps et al. 2012) 

Polyphosphoinositide phosphate (FIG4) 6q21 (Chow et al. 2009) 

Optineurin (OPTN) 10p13 (Millecamps et al. 2011) 

Vesicle-associated membrane protein-associated 

protein (VAPB) 

20q13.3 (Marques et al. 2006) 

Alsine 2q33 (Yang et al. 2001) 

D-amino acid oxidase (DAO) 12q24 (Mitchell et al. 2010) 

Microtubule-associated protein tau (MAPT) 17q21 (Sundar et al. 2007) 

Ataxine (ATXN2) 12p24 (Lee et al. 2011) 

Chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) 9q21-q22 (DeJesus-Hernandez et al. 2011) 

 

Parmi les gènes impliqués dans la SLA, quatre (SOD1, TARDBP, FUS, C9ORF72) sont 

considérés de manière unanime comme des facteurs génétiques pathogènes majeurs de la SLA 

et sont responsables d’un peu plus de la moitié des formes familiales et environ 5% des formes 

sporadiques (Turner et al. 2013b) (Figure 3). Plusieurs critères doivent au préalable être validés 
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pour retenir l’implication d’un gène dans la SLA : la mutation doit co-ségréger avec la maladie 

dans les familles et cette mutation ne doit pas être trouvée chez des sujets contrôles (Corcia et 

al. 2014).  

 

 

Figure 3 : Répartition des principaux gènes de causalité liés à la SLA dans la forme familiale 

et sporadique (d’après Turner et al. 2013, Corcia et al 2014)  

 

Plusieurs gènes de susceptibilité ont été identifiés mais leur pathogénèse reste mal comprise 

(Corcia et al. 2014; Schymick et al. 2007). Leur présence augmente le risque de développer la 

maladie (Corcia et al. 2014), comme par exemple le gène de l’ApoE (Siddique et al. 1998), de 

la survie des motoneurones (SMN) (Corcia et al. 2002a), de la paraoxonase (PON) (Ticozzi et 

al. 2010), du vasculo endothelial growth factor (VEGF) et de l’angiogénine (ANG) (van Es et 

al. 2011). 

I.5.2.1. Gène de la superoxyde dismutase 1 (SOD1) 

Le gène SOD1 fut le premier facteur génétique identifié dans la SLA, il est localisé sur le locus 

21q22.1 (Rosen et al. 1993a). Globalement 10-20% des cas familiaux de SLA et 1-5% des cas 

sporadiques de SLA sont associés aux mutations SOD1. A ce jour, plus de 170 mutations du 

gène SOD1 ont été identifiées dans la SLA (Couratier et al. 2016). La plupart des mutations 

SOD1 sont transmises de façon autosomique dominante, excepté la mutation D90A qui peut 

présenter une transmission soit récessive soit dominante, en fonction certainement du fond 

génétique et/ou des facteurs environnementaux (Cudkowicz et al. 1997). La protéine SOD1 est 

composée de 153 acides aminés. Elle est particulièrement abondante dans le cytoplasme (1% 

de ses protéines totales) sous la forme d’un homodimère, et est également appelée « Cu-Zn 
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SOD » parce que chacune des sous unités contient un atome de cuivre (nécessaire à son activité 

enzymatique) et un atome de zinc (assurant la stabilité de sa structure protéique) (Valentine et 

al. 2005) (Figure 4). La SOD1 joue un rôle important dans le processus de détoxication au sein 

de la cellule. Elle catalyse la réduction (« dismutation ») de l’anion superoxyde (O2
●-) en 

dioxygène (O2) et en peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce peroxyde d’hydrogène peut oxyder les 

résidus méthionine, cystéine, tyrosine et tryptophane au niveau des protéines (Giulivi and 

Davies 2001; Tornvall et al. 2010). Il peut également rompre les liaisons S-S (Tornvall et al. 

2010) et créer ces mêmes liaisons au sein des protéines ou peptides (Sidorova et al. 2004; van 

der Wijk et al. 2004). Les mutations dans le gène de la SOD1 pourraient inverser sa réaction 

physiologique en produisant le radical hydroxyle (Figure 4B). Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

peut être réduit par des métaux tel que Fer via la réaction de Fenton pour former le radical 

hydroxyle (OH●) (Liochev 1999) ou  par le radical anion superoxyde (O2
●-) suivant la réaction 

d’Haber-Weiss. Le radical hydroxyle est initiateur de la peroxydation lipidique mais cette 

réaction est empêchée par la réduction du H2O2 en eau par la catalase ou la glutathion 

peroxydase (Figure 4B) (de Haan et al. 1992). 

 

Figure 4 : A-Structure cristalline de la protéine SOD1 (homodimère), B-Activité de la protéine 

SOD1, de la catalase et du glutathion peroxydase, la réaction de Fenton et celle d’Haber-Weiss. 

Les atomes de cuivre et de zinc sont représentés par des sphères bleues et orange, 

respectivement. Le pont disulfure sous-unitaire est représenté en rouge. Les flèches argentées 

représentent les feuillets bêta-antiparallèles qui sont au nombre de huit dans chaque sous-unité 

et forment une structure caractéristique cylindrique appelée « bêta-baril ». Le dimère est retenu 



Introduction générale 

45 

 

par des interactions hydrophobes et non covalentes qui confèrent une grande stabilité à la 

protéine SOD1 (d’après Valentine et al. 2005).  

La SOD existe sous trois formes : cytosolique (SOD1), mitochondriale (SOD2) et 

extracellulaire (SOD3). Les mutations du gène SOD1 identifiées dans la SLA semblent affecter 

la stabilité de la protéine SOD1 et/ou induisent un changement dans son repliement (structure 

tertiaire, conformation). En raison de la fonction physiologique principale de la SOD1, on aurait 

pensé que l’effet toxique des mutations proviendrait d'une diminution de sa capacité à protéger 

les cellules contre les dommages oxydants en métabolisant les radicaux superoxydes. Toutefois 

plusieurs études suggèrent que la SOD1 mutée exercerait son action pathogène par un gain de 

fonction qui serait toxique plutôt qu’une perte de fonction (Borchelt et al. 1994; Gurney et al. 

1994). Ceci est supporté par le fait que le KO-SOD1 soit associé à un développement et une vie 

normale des souris (Reaume et al. 1996) et que l’expression de certaines mutations SOD1 

(G93A ou G37R) provoquent des phénotypes de la SLA dans les souris, malgré l'élévation des 

niveaux d'activité SOD1 (Cleveland 1999). 

I.5.2.2. Gène TARDBP 

Le gène TARDBP (Tar DNA-binding protein), localisé sur le locus 1p36.22, a été associé à la 

SLA en 2008 (Mackenzie et al. 2007b; Sreedharan et al. 2008). Il code une protéine de 43 kD 

dénommée TDP-43. La mise en évidence de mutations sur ce gène a été étayée par l’existence 

d’inclusions marquées par des anticorps anti-TDP 43 dans le cytoplasme des neurones des 

patients SLA (Sreedharan et al. 2008). A ce jour 30 mutations de ce gène ont été trouvées dans 

5% des cas de SLAf et 1% des cas de SLAs (Couratier et al. 2016). Dans les conditions 

physiologiques, la protéine TDP-43 est localisée dans le noyau des neurones et est impliquée 

dans plusieurs processus métaboliques de l’ADN et de l’ARN dont la réparation de l’ADN, la 

régulation de la transcription et l’épissage de l’ARN. Les mutations de TARDBP se traduisent 

par le clivage et la phosphorylation anormale de la TDP-43 du noyau, ainsi que sa redistribution 

vers le cytoplasme des neurones et des cellules gliales. Les mutations TARDBP ont également 

été décrites dans les démences fronto-temporales (DFT) ou dans des formes SLA avec atteinte 

cognitive. 
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I.5.2.3. Gène fused in sarcoma (FUS) 

Depuis la découverte de mutations dans le gène TARDBP, plusieurs autres gènes similaires 

situés dans des régions du génome liés à la SLA ont été étudiés. Ceci a permis de mettre en 

évidence des mutations dans le gène FUS (fused in sarcoma) (Kwiatkowski et al. 2009) dans la 

région de liaison 16q11.2 dans la SLA. La fréquence de mutation dans ce gène est de 4-6% dans 

des cas de SLAf et 0,7-1,8% dans des cas de SLAs (Corcia et al. 2012; Millecamps et al. 2010). 

Le gène FUS (15 exons) code une protéine de 525 acides aminés qui présente de nombreuses 

similitudes fonctionnelles avec TDP-43 dont une région riche en glycine et deux régions RRM 

(RNA recognition motif) qui lient l’ADN et les ARN, jouant un rôle dans la réparation de 

l’ADN, ainsi que dans la régulation de la transcription et l’épissage des ARN. Les mutations 

du gène FUS sont toutes dominantes sauf une rapportée dans une famille du Cap Vert de 

transmission récessive. A ce jour, environ 60 mutations ont été décrites, la plus fréquente affecte 

l’exon 14 et plus précisément le codon 521 (arginine) (Vance et al. 2009). 

I.5.2.4. Gène chromosome 9 open reading frame 72 (C9orf72 ) 

Le gène C9orf12 situé sur le chromosome 9, est l’un des plus récemment décrits et le 

contributeur génétique majeur à la SLA connu à ce jour. Sa prévalence est variable en fonction 

des pays, elle est impliquée dans plus de 40% des cas de SLAf aux Etats-Unis et en Europe, et 

plus de 5-11 % des cas de SLAs (Byrne et al. 2012). Cette mutation est une expansion à l’état 

hétérozygote d’une séquence hexanucléotidique (GGGGCC) répétée en tandem et située entre 

l’intron 1a et 1b du gène C9orf72. Chez les patients atteints de la SLA, le nombre de répétitions 

est supérieur à 100 alors que chez les individus sains, il peut y avoir 2 à 25 répétions. Les études 

indiquent la présence très fréquente de troubles cognitifs ou du comportement dans les cas de 

SLA serait liée à une expansion dans C9orf72, ce qui distingue ces formes de celle liée à une 

mutation de SOD1 dans laquelle les troubles cognitifs sont observés chez environ 2% des 

patients. La mutation C9orf12 est également plus fréquente dans la DFT (34%) (Devenney et 

al. 2014).  

I.6. Mécanismes physiopathologiques 

Divers processus physiopathologiques semblent contribuer à la dégénérescence des 

motoneurones. Parmi les mécanismes physiopathologiques connus, citons : le stress oxydant, 

le dysfonctionnement mitochondrial, l’inflammation, l’hypoxie, l’excitotoxicité au glutamate 

et les cellules non-neuronales telles que les astrocytes et les microglies (Mancuso and Navarro 
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2015; Veyrat-Durebex et al. 2014) (Figure 5). L’interaction entre les facteurs génétiques et 

micro-environnementaux contribue très fortement à la pathogenèse de la maladie (Moujalled 

and White 2016; Pasinelli and Brown 2006). 

 

 

Figure 5 : Principaux mécanismes physiopathologiques de dégénérescence des motoneurones 

dans la SLA (d’après Veyrat-Durebex et al., 2014) 

I.6.1. Stress oxydant 

Un intérêt particulier a été porté sur le stress oxydant dans la SLA du fait de la mutation du 

gène SOD1, qui code une protéine anti-oxydante majeure dans toutes les cellules. En outre, les 

analyses du liquide céphalo-rachidien (LCR), des urines, du plasma et des tissus du système 

nerveux central (SNC) post-mortem des patients SLA, ont montré une élévation des marqueurs 

biochimiques de dommages par les radicaux libres ou d’un métabolisme anormal des radicaux 

libres (Shaw et al. 1995b; Shibata et al. 2001). Parmi ces marqueurs du stress oxydant trouvés, 

il y a le 4-hydroxynonénal (issu de la peroxydation des lipides membranaires de la moelle 

épinière) (Simpson et al. 2004) et le 8-oxo-désoxyguanosine (forme oxydée de l’ADN) 
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(Bogdanov et al. 2000; Mitsumoto et al. 2008). Des études faites sur des modèles animaux et 

cellulaires de la SLA ont également montré des dommages oxydatifs (Barber and Shaw 2010; 

Kiskinis et al. 2014; Parakh et al. 2013). L’une des plus importantes conséquences du stress 

oxydatif est l’oxydation des ARNm principalement dans les motoneurones et les astrocytes à 

des stades précoces et pré-symptomatiques de la maladie. Certains ARNms paraîtraient plus 

sensibles à l’oxydation, comme les ARNm impliqués dans la chaine de transport des électrons 

mitochondriaux, la biosynthèse protéique, la myélinisation et les voies du cycle de Krebs et de 

la glycolyse (Mancuso and Navarro 2015). Cependant les mécanismes pathogéniques à 

l’origine de l’augmentation de l’oxydation dans la SLA sont très peu connus. 

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que le stress oxydatif interagit avec d’autres 

mécanismes physiopathologiques qui participent à la dégénérescence des motoneurones, tels 

que l’excitotoxicité au glutamate, le dysfonctionnement mitochondriale, l’agrégation des 

protéines et les altérations de signalisation dans les astrocytes et la microglie. Récemment, un 

certain nombre de potentielles nouvelles thérapies antioxydantes ont été identifiés; cependant, 

celles-ci doivent franchir les étapes des essais pharmacologiques, pharmacocinétiques et 

cliniques (Miquel et al. 2014; Nanou et al. 2013).  

I.6.2. Dysfonctionnement mitochondrial 

Les premières études réalisées sur les tissus des patients atteints de la SLA avaient montré des 

anomalies structurelles et morphologiques dans les mitochondries au niveau des muscles, du 

foie, de la moelle épinière et du cortex moteur (Hirano et al. 1984; Sasaki and Iwata 1999). Cela 

paraît évident par la fréquence élevée des mutations de l'ADN mitochondrial identifiées dans 

les tissus du cortex moteur et de la diminution de l'ADN mitochondrial dans le muscle et la 

moelle épinière dans des cas de SLAs (Dhaliwal and Grewal 2000; Orrell and Schapira 2002; 

Wiedemann et al. 2002). Il a également été rapporté une diminution des copies d’ADN 

mitochondriaux (ADNmt) et une augmentation du nombre des mutations d’ADNmt, une 

dérégulation du métabolisme calcique intracellulaire (Zhou et al. 2010) et du transport axonal 

mitochondrial (Perlson et al. 2010) dans la SLA. Plusieurs autres études réalisées sur des 

modèles murins (Jung et al. 2002; Mattiazzi et al. 2002) et cellulaires (Menzies et al. 2002) de 

la SLA renforcent cette hypothèse de la dysfonction mitochondriale dans la SLA (Kawamata 

and Manfredi 2010). Cette dysfonction mitochondriale semble être multifactorielle (Tan et al. 

2014). L’agrégation de la SOD1 mutée dans les mitochondries est une caractéristique commune 

dans la SLA. Le consensus de la localisation mitochondriale est que la SOD1 sauvage soit dans 
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l'espace intermembranaire, cependant lorsque la SOD1 est mutée, elle s’accumule au niveau de 

la membrane externe (Liu et al. 2004; Pasinelli et al. 2004; Vande Velde et al. 2008) et dans la 

matrice mitochondriale (Vijayvergiya et al. 2005).  Il a été montré que leur présence provoque 

un changement dans l'état redox des mitochondries et entraine un dysfonctionnement des 

complexes respiratoires (Ferri et al. 2006). Cela suggère une forte association entre le 

dysfonctionnement mitochondriale induit par la SOD1 mutée et la pathogenèse de la SLA. 

L'une des hypothèses de l’implication de la SOD1 mutée dans le mécanisme de 

dysfonctionnement mitochondrial dans la SLA est que la SOD1 mutée interagirait avec la 

protéine Bcl-2 (Pasinelli et al. 2004), qui elle pourrait déclencher, dans une certaine mesure, la 

toxicité mitochondriale induite par la SOD1 mutée. En interagissant avec SOD1, Bcl-2 est 

convertie en une protéine toxique via un réarrangement structural qui expose son domaine 

toxique BH3 (Pedrini et al. 2010). La formation de ce complexe toxique avec Bcl-2 est 

l'événement majeur dans le dysfonctionnement mitochondrial induit par SOD1 mutée. Il a été 

montré dans les cellules et souris transgéniques SOD1 que l’exposition du domaine BH3 

modifie l’interaction entre Bcl-2 et le canal sélectif des anions voltage-dépendant (VDAC1, 

porine mitochondriale localisée au niveau de la membrane externe mitochondriale) réduisant 

ainsi la perméabilité de la membrane mitochondriale externe (Figure 6). La protéine VDAC1 

régule la respiration mitochondriale et le flux ATP de la membrane externe vers le cytosol et 

l’ADP dans les mitochondries pour la phosphorylation oxydative. Dans les motoneurones, le 

complexe SOD1 mutée/Bcl-2 entraine une augmentation de la concentration calcique et de la 

production des ROS, une hyperpolarisation mitochondriale et inhibe la perméabilité 

mitochondriale à l'ADP conduisant ainsi à la mort cellulaire (Tan et al. 2013).  

 

Figure 6 : Impact du complexe SOD muté/Bcl-2 (d’après Tan et al. 2014) 
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Le canal VDAC participe activement au couplage calcique mitochondrie-réticulum 

endoplasmique (RE). Il est capable d’interagir avec le récepteur de l’inositol triphosphate (IP3) 

du réticulum endoplasmique (ER) ainsi qu’avec d’autres protéines chaperonnes pour former un 

complexe de jonction entre ces deux organelles facilitant ainsi le transfert direct et local du 

calcium (Figure 6).  

D'autres études ont mis en évidence une altération de la bioénergétique mitochondriale comme 

mécanisme mitochondrial conduisant à la mort cellulaire dans la SLA, nous pouvons citer la 

mutation dans la sous-unité I du cytochrome c oxydase (Comi et al. 1998), des mutations dans 

le gène mitochondrial tRNA (Borthwick et al. 2006), la déficience du complexe I et la 

diminution du rapport ATP / ADP (Ghiasi et al. 2012). En outre, la suppression de VDAC1 

dans les souris exprimant la mutation SOD1, accélère l’apparition de la maladie (Israelson et 

al. 2010), ceci suggère que la bioénergétique mitochondriale est essentielle pour la survie des 

motoneurones.  

Cependant le dommage mitochondrial n’est pas exclusif aux mutations SOD1. D'autres 

protéines, telles que la TDP-43 ou la FUS mutée, peuvent aussi provoquer un 

dysfonctionnement mitochondrial en altérant l'expression des protéines mitochondriales 

impliquées dans le métabolisme énergétique (Cozzolino et al. 2013; Turner et al. 2013a). 

Toutefois, il est à noter que certaines de ces anomalies décrites pourraient être la conséquence 

de la SLA, et non la cause. 

I.6.3. Inflammation  

Bien que la SLA n’apparaisse pas résulter d'un dérèglement ou d’une anomalie du système 

immunitaire, il est évident que les mécanismes inflammatoires et la réactivité immunitaire 

jouent un rôle dans la pathogenèse de la SLA (Philips and Robberecht 2011). Le LCR et le 

plasma de patients SLA contiennent des concentrations plus élevées de cytokines 

proinflammatoires et chimiokines telles que l'IL-6 (interleukine-6), le TNF-α (tumor necrosis 

factor α), le MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), le MCSF (monocyte colony-

stimulating factor), le TGF-β (transforming growth factor β) (Puentes et al. 2016).  

La mort des motoneurones dans la SLA est accompagnée par une réponse neuro-inflammatoire 

marquée par l'activation de la microglie, des astrocytes et des lymphocytes T localisés au niveau 

des régions touchées dans le SNC (Brettschneider et al. 2012; Kawamata et al. 1992). Cette 

activation est suivie par la sécrétion des marqueurs d’inflammation tels que les espèces 
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réactives de l'oxygène (ROS), de l’oxyde nitrique (NO), de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), des 

molécules pro-inflammatoires (prostaglandines, TNF- α, IL-1 β et IL-6) et du glutamate (Almer 

et al. 2001; Frakes et al. 2014; Puentes et al. 2016; Robertson et al. 2001; Sargsyan et al. 2005). 

Ainsi, une augmentation du taux de prostaglandines E2 a été décrite dans le LCR de patients 

SLA (Almer et al. 2001). Par ailleurs, le niveau d'expression de la COX-2, une enzyme 

impliquée dans la synthèse des prostaglandines inflammatoires, est plus élevé dans la moelle 

épinière de patients SLA et de modèles murins de la pathologie (Almer et al. 2001; Yasojima 

et al. 2001). Le facteur de croissance des fibroblastes (FGF-1) sécrété par les motoneurones 

durant le stress oxydatif induit l’activation des astrocytes, qui à son tour initie l’apoptose des 

motoneurones. Plusieurs autres facteurs sont également impliqués dans les interactions cellules 

gliales-motoneurones, il s’agit notamment des facteurs neurotrophiques (NT) tels que le facteur 

de croissance transformant béta (TGF-β), bFGF, le NT issus du cerveau (BDNF), le facteur de 

croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) et le facteur de croissance des nerfs (NGF) 

(Moisse and Strong 2006) (Figure 7-A).  

 

Figure 7 : Mécanisme de modulation de la réponse neuroinflammatoire par les cellules gliales 

dans la SLA. A- par activation des cellules gliales, B- par infiltration des cellules immunitaires. 
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Mg, microglie ; Ast, astrocytes ; NMJ, jonction neuromusculaire. (adapté de Puentes et al., 

2016) 

 

Plusieurs études ont rapporté chez des modèles murins SOD1 une augmentation de l’expression 

de facteurs pro-inflammatoires avant l’apparition de la maladie, avec une activation microgliale 

soutenue tout au long de la phase active de la progression de la maladie. Par exemple, 

l'expression de TGF-β et de MCSF est augmentée dans les souris durant la phase pré-

symptomatique, tandis que l'expression de TNF-α augmente bien avant le début des déficits 

moteurs (Cozzolino et al. 2008).  

Outre l’activation des cellules gliales, l’infiltration des cellules immunitaires dans le SNC est 

l’une des caractéristiques de la SLA et le rôle des cellules T dans la progression de la maladie 

a été clairement établi. En effet, les cellules T sont associées à la mort des motoneurones et le 

nombre des cellules T cytotoxiques CD8+ et les cellules NK (Natural Killer) corrèle avec la 

progression  de la maladie. A priori les cellules T semblent jouer un rôle protecteur, Beers et 

ses collaborateurs avaient montré que les cellules T CD4+ renforçaient la neuroprotection 

médiée par les cellules gliales et permettaient ainsi de ralentir la progression de la maladie dans 

les modèles murins (Beers et al. 2008). Comme le montre la figure 7-B, l’expression de la 

protéine CD40 dans les cellules gliales semble être un élément clé de reconnaissance pour les 

cellules T. Les microglies activées peuvent d’avantage renforcer les réponses pro-

inflammatoires (sécrétion de TNF-α, IL-6 et IL-1β…). La protéine MCP-1 secrété par les 

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

Les cellules gliales peuvent également exercer un rôle protecteur dans la pathophysiologie de 

la SLA. Les cellules microgliales sécrètent des facteurs anti-inflammatoires (IL-4, IL-10) et 

aussi des facteurs de croissance (Beers et al. 2011; Lewis et al. 2012). L’augmentation de taux 

des cellules régulatrices T FoxP3+ et la production de TGF-b et IL-4 protégeraient les 

motoneurones et seraient associées au ralentissement de la progression de la SLA (Henkel et 

al. 2013). Les astrocytes jouent un rôle protecteur en sécrétant des facteurs de croissance, en 

régulant l’expression du transporteur au glutamate GLT1 et en augmentant la sécrétion du 

glutathion qui protégerait les motoneurones du stress oxydatif (Vargas and Johnson 2010).  
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I.6.4. Rôle des cellules gliales  

Comme les cellules microgliales, les astrocytes réactifs expriment des facteurs pro-

inflammatoires et interagissent avec les motoneurones (Figure 7). Par conséquent, leur 

dysfonctionnement pourrait altérer le fonctionnement des motoneurones. La présence 

d’inclusions contenant la SOD1 mutée dans les astrocytes a été rapportée chez des patients et 

des modèles murins de la SLA (Bruijn et al. 1997; Levine et al. 1999; Schiffer et al. 1996; 

Schiffer and Fiano 2004).  

Il a été rapporté en 2001 et 2002 que l’expression sélective des mutations SOD1 dans les 

motoneurones dans les souris transgéniques était insuffisante pour développer la maladie (Lino 

et al. 2002; Pramatarova et al. 2001). Ces études avaient suggéré une implication des cellules 

gliales dans la mort des motoneurones dans les modèles de la SLA. En 2003, Clement et ses 

collaborateurs (Clement et al. 2003a) avaient créé des souris chimériques en injectant des 

cellules souches embryonnaires sauvages qui se sont développées en cellules non neuronales 

de la moelle épinière dans les souris transgéniques SOD1 mutée. La présence des cellules non 

neuronales exprimant la mutation SOD1 induisait un phénotype SLA dans les motoneurones 

sauvages avoisinants et inversement, la présence des cellules non-neuronales sauvages 

améliorait le phénotype SLA et prolongeait la survie des motoneurones. 

L’identification des astrocytes comme étant des cellules non-neuronales majeures dans la 

pathogénèse de la SOD1 a été renforcée en 2007 par l’étude réalisée par Di Giorgio et ses 

collaborateurs (Di Giorgio et al. 2007). Ils ont étudié les motoneurones obtenus à partir des 

cellules souches embryonnaires, comprenant des cellules portant la mutation G93A ainsi que 

des cellules sauvages et cultivées avec des cellules gliales mutantes. Les motoneurones 

sauvages et mutants SOD1 avaient tous les deux développé des signes de neurodégénérescence 

en présence des cellules gliales mutantes. La même année, Nagai et ses collaborateurs (Nagai 

et al. 2007) avaient montré que l’expression de la mutation SOD1 uniquement dans les 

motoneurones des souris n’était pas suffisante pour induire la neurodégénérescence mais quand 

les motoneurones sauvages de la moelle épinière ou des cellules souches embryonnaires étaient 

cultivées avec les astrocytes mutants SOD1, la mort neuronale se produisait. De plus, les effets 

toxiques des mutants astrocytes étaient motoneurone-spécifiques, et ceci indépendamment de 

la présence des mutations SOD1 dans les autres types cellulaires (les fibroblastes, la microglie, 

les neurones corticaux et les myocytes). D'autres études ont également soutenu ce caractère 

non-neuronal de la toxicité des mutations SOD1 dans la SLA (Yamanaka et al. 2008) . 
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Cependant le mécanisme par lequel les astrocytes induisent la mort des motoneurones n’est pas 

encore totalement élucidé. 

Les oligodendrocytes et les cellules de Schawann ont également été impliquées dans la SLA. 

Elles ont pour fonction principale de doter les axones de gaines de myéline afin d’améliorer la 

propagation des signaux dans le SNC pour les oligodendrocytes et dans le système nerveux 

périphérique (SNP) pour les cellules de Schwann. Il a été rapporté une dérégulation et une 

dysfonction oligodendrocytaire chez les patients atteints de la SLA et dans les modèles murins 

de la maladie (Mackenzie et al. 2011; Philips et al. 2013b). En effet, la dysfonction des 

oligodendrocytes était observée avant l’apparition de la maladie (Kang et al. 2013).  

I.6.5. Hypoxie 

Plusieurs études ont mis en évidence une susceptibilité particulière des motoneurones à 

l’hypoxie dans les modèles murins de SLA : il existerait une altération précoce, préclinique, de 

la barrière hémato-encéphalique et spinale ; et des anomalies qualitatives et quantitatives de 

plusieurs facteurs angiogéniques ont également été mises en évidence chez le modèle murin 

(VEGF, angiogénine) (Tankersley et al. 2007). Peu de résultats ont néanmoins été répliqués 

chez l’homme, chez qui il faut tenir compte de l’existence de deux types d’hypoxémies : une 

hypoxémie chronique, définie par une pression partielle en O2 inférieure à 60% à distance de 

toute décompensation respiratoire, associée à une diminution de la capacité vitale, et une 

hypoxémie intermittente, caractérisée par des épisodes de désaturation répétées avec ré-

oxygénation. Ces deux voies sont complémentaires et mettent en jeu des réponses différentes 

au niveau cellulaire : la voie du facteur de transcription sensible à l’hypoxie (HIF-1 et -2) pour 

l’hypoxie prolongée ; et la voie du facteur de transcription nucléaire kappa B (NFκ-B) et des 

médiateurs inflammatoires pour les épisodes d’hypoxémies intermittentes. Les dosages des taux 

de différents médiateurs dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteints de SLA 

sporadique, à divers stades évolutifs de la maladie (VEGF, angiogénine, angiopoiétine-2, 

érythropoïétine, IL-6, TNF-α et PGE-2) ont mis en évidence des anomalies de la voie HIF-

1/VEGF/ANG chez les patients atteints de SLA hypoxémiques par rapport aux patients 

neurologiques n’ayant pas une SLA (Devos et al. 2004; Moreau et al. 2011; Nagata et al. 2007). 

Les taux d’IL-6, de TNF-⍺, d’ANG-2, de VEGF et de PGE-2 étaient élevés chez les patients 

SLA et corrélés à la sévérité de l’hypoxie, ce qui pourrait témoigner d’un mécanisme de 

compensation (Gao et al. 2014; Just et al. 2007; Moreau et al. 2010). 
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I.6.6. Altération du métabolisme  

Le dysfonctionnement du métabolisme dans la SLA a été rapporté depuis plusieurs années 

(Hatazawa et al. 1988; Reyes et al. 1984; Van den Bergh et al. 1978). Plusieurs études ont 

montré que les patients SLA présentaient une altération de l'homéostasie énergétique et ce 

déséquilibre influence négativement la progression de la maladie et la survie des patients 

(Desport et al. 2001; Desport et al. 2005; Dupuis et al. 2004; Dupuis et al. 2011; Gallo et al. 

2013; Shimizu et al. 2012). D’autres évidences proviennent des études réalisées sur des modèles 

murins de SLA qui présentent un hypermétabolisme et une altération du métabolisme du 

glucose et des lipides (Dupuis et al. 2004; Dupuis et al. 2011; Palamiuc et al. 2015).  

I.6.6.1. Altération de l’homéostasie métabolique dans la SLA 

L'homéostasie énergétique résulte de l'équilibre entre les apports et les dépenses énergétiques. 

Dans la population saine, l'alimentation est théoriquement en balance avec les dépenses 

énergétiques de repos (DER) et les dépenses énergétiques liées à l'activité. Les réserves 

d'énergie, principalement sous forme de triglycérides dans les adipocytes, ainsi que l'indice de 

masse corporelle (IMC) sont alors relativement stables. Une personne est considérée comme 

hypermétabolique si le ratio métabolique (DER mesurées/DER théoriques) est supérieur à 1,1 

(ou 110%). Une prévalence élevée d’hypermétabolisme a été montrée chez les patients SLA, 

selon les études, 47,5 à 68% des patients sont hypermétaboliques et les DER mesurées sont en 

moyenne 14 à 20% supérieures aux DER théoriques (Desport et al. 2001; Desport et al. 2005). 

Dans la SLA, la balance énergétique est profondément altérée. En effet, les patients SLA 

présentent généralement une dyslipidémie, un IMC faible et une augmentation des DER au 

cours de la maladie (Desport et al. 2001; Dupuis et al. 2011; Funalot et al. 2009). Des altérations 

énergétiques similaires ont été trouvées dans les modèles murins de la SLA (Dupuis et al. 2004; 

Fergani et al. 2007; Kim et al. 2011). Cependant l’origine de ce déficit énergétique observée 

chez les patients SLA reste malheureusement inconnue à ce jour. Une étude portant sur des 

souris SOD1 a montré que la correction du déficit énergétique par un régime riche en graisse a 

permis de retarder l’apparition de la maladie avec une augmentation de la survie et de réduire 

la dénervation musculaire et la mort des neurones moteurs (Dupuis et al. 2004; Zhao et al. 

2012). En revanche, la restriction calorique chez ces souris a aggravé la maladie avec une 

réduction de la survie (Hamadeh and Tarnopolsky 2006; Patel et al. 2010). Ces études suggèrent 

donc que l’hypermétabolisme basal est un événement précoce dans la SLA et qu’il participe à 

la pathogenèse de la maladie. 
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Il a été rapporté une altération du métabolisme du glucose et un défaut de  β-oxydation des 

acides gras chez les patients SLA (Pradat et al. 2010; Sanjak et al. 1987).  Cependant, 

l’intolérance au glucose documentée dans la SLA (Gonzalez de Aguilar et al. 2005; Harno et 

al. 1984; Koerner 1976; Perurena and Festoff 1987) pourrait être considérée comme étant 

secondaire à la maladie à cause de l’atrophie des muscles (Reyes et al. 1984). Des récentes 

études rétrospectives ont confirmé une association modérée mais significative du diabète avec 

l’apparition de la SLA (Lekoubou et al. 2014; Mariosa et al. 2015; Sun et al. 2015), suggérant 

ainsi que l’altération du métabolisme du glucose pourrait jouer un rôle clé dans le déséquilibre 

énergétique. 

L’altération du métabolisme lipidique dans la SLA a été bien documentée. En 1987, Sanjak et 

ses collaborateurs avaient montré une déficience en corps cétoniques chez les patients SLA 

durant l’exercice physique, il est à noter que la β-oxydation des acides gras est une source 

importante des corps cétoniques (Sanjak et al. 1987). En 2008, il a été rapporté que la 

dyslipidémie définie par le ratio LDL/HDL était caractéristique de la SLA et qu’elle corrélait 

positivement avec la survie des patients SLA (Dupuis et al. 2008). Les patients SLA semblent 

présenter une hyperlipidémie avec notamment une augmentation du cholestérol, du LDL, des 

triglycérides et du ratio LDL/HDL (Dedic et al. 2012; Dupuis et al. 2008). Une étude récente 

réalisée dans notre équipe a retrouvé une hypercholestérolémie au diagnostic chez près de 70% 

des patients présentant une SLA sporadique (Patin et al. 2015). Une autre étude 

observationnelle prospective a retrouvé une hypercholestérolémie chez 73% des patients SLA 

à l’inclusion alors qu’elle n’a été retrouvée que chez 64% des patients après 18 mois (Rafiq et 

al. 2015). Des études ont montré que soit l’hyperlipidémie ou un fort IMC serait un facteur de 

pronostique de survie (Dorst et al. 2011; Paganoni et al. 2011; Reich-Slotky et al. 2013; Shimizu 

et al. 2012), ceci renforce l’hypothèse d’un bénéfice de la masse grasse sur l’évolution de la 

maladie. Malgré les nombreux éléments évoqués, les causes et les conséquences exactes des 

troubles du métabolisme énergétique dans la SLA restent encore à déterminer. 

I.6.6.2. Gènes associés à la SLA sont régulateurs du métabolisme 

énergétique  

Il a été constaté que la déplétion du gène TARDBP dans les souris entraine une perte dramatique 

de la masse grasse, suivie par une mort rapide et induit une diminution du niveau de la protéine 

Tbc1d1 (Chiang et al. 2010). La Tbc1d1 est une protéine Rab GTPase qui régule le métabolisme 

du glucose, la lipolyse et la sensibilité à l’insuline (Hargett et al. 2015). Inversement, la 
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surexpression de la protéine TDP-43 sauvage ou portant la mutation A315T dans le SNC 

entraine la prise de poids, l’augmentation de la masse grasse et la résistance à l'insuline. 

L’hyperglycémie retrouvée dans les formes familiales de SLA pourrait également être liée à 

une mutation du gène SOD1 (Hamasaki et al. 2015). En effet, Wang et ses collaborateurs 

avaient montré que la délétion de la SOD1 induit une diminution de la production du glucose 

hépatique et du stockage de glycogène, et une augmentation des lipides hépatique chez les 

souris adultes (Wang et al. 2012). Cette délétion de la SOD1 inhibe également la sécrétion des 

triglycérides dans le sang  et conduit à l’altération du stockage lipidique dans les entérocytes 

des souris soumises à un régime riche en matière grasse (Kurahashi et al. 2012). En outre, la 

surexpression de la SOD1 mutée G93A dans les souris induit une altération de la modulation 

du métabolisme de glucose par l’insuline dans les muscles (Smittkamp et al. 2014), une 

réduction de la masse grasse et une altération du métabolisme lipidique (Fergani et al. 2011). Il 

a été rapporté également que les mutations FUS dans les cellules en culture sont associées à une 

diminution des niveaux d’adénosine triphosphate (ATP) (Wang et al.). Des patients porteurs 

des mutations C9Orf72 ont présenté une altération du métabolisme du glucose dans plusieurs 

régions cérébrales (Cistaro et al. 2014). Toutes ces études suggèrent que les facteurs génétiques 

dans la SLA pourraient converger vers un dysfonctionnement métabolique commun, cependant 

les mécanismes moléculaires sous adjacents de la régulation métabolique exercée par ces gènes 

restent à élucider. 

Au vu de ces hypothèses, plusieurs études métaboliques ont été menées à partir de plusieurs 

échantillons biologiques (plasma, sérum, du LCR…) des patients atteints de la SLA (cf 

paragraphe « études métabolomiques dans la SLA » page 83) 
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II. Rôle du glutamate dans le système nerveux central 

Bien que l'on sache depuis les années 1950 que le glutamate (ou l’acide glutamique) peut avoir 

des effets toxiques sur le système nerveux central (SNC) (Curtis and Watkins 1960; Hayashi 

1952), il a fallu attendre les années 1980 pour qu’il soit vraiment reconnu comme étant le 

principal transmetteur excitateur dans le système nerveux des vertébrés (Collingridge and 

Lester 1989a; Fonnum 1984). A l’origine, le glutamate a été supposé avoir une fonction 

métabolique dans le SNC (Krebs 1935), comme il a été trouvé à l’intérieur de nombreux 

compartiments cellulaires, y compris le cytosol et les mitochondries de tous les types cellulaires 

du système nerveux central. Cependant, on sait maintenant que, malgré sa nature ubiquiste, le 

niveau de glutamate extracellulaire est en effet étroitement régulé, ce qui lui permet de 

fonctionner comme le principal neurotransmetteur excitateur dans le SNC des mammifères. Le 

glutamate est donc un acide aminé indispensable dans le SNC, mais en même temps aussi un 

acide aminé potentiellement toxique. Il est l’un des principaux constituants des protéines, mais 

le glutamate en état libre est aussi concerné dans divers procès métaboliques. Il est impliqué 

dans de nombreuses fonctions physiologiques comme la cognition, la mémoire, l’apprentissage, 

la motricité (Danbolt 2001b) mais aussi le développement du SNC comme la plasticité 

synaptique, la différenciation, la migration et la mort neuronale (Komuro and Rakic 1993) et le 

métabolisme énergétique (Rodriguez-Rodriguez et al. 2013). Il est également impliqué dans de 

nombreuses pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson et 

la SLA (Coyle and Puttfarcken 1993; Doble 1999).  

Le glutamate est présent en concentration importante dans le SNC et est principalement répandu 

à l'intérieur du cytoplasme des neurones (5-15 mmol/kg de tissus frais en fonction des régions) 

(Danbolt 2001b; Hawkins 2009), tandis qu'il est présent à de plus faibles concentrations dans 

le milieu extracellulaire (0.5 - 2 µM) (Hawkins 2009) et dans le liquide céphalo-rachidien (<1 

µM) (Meldrum 2000). Chez l'adulte, la concentration en glutamate plasmatique est 100 fois 

plus élevée que celle du milieu extracellulaire du SNC (Hawkins 2009), car cet acide aminé 

peut également avoir un rôle au niveau d'autres organes comme le cœur, les intestins, les reins, 

le pancréas et le placenta (Danbolt 2001b).  
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II.1. Neurotransmission glutamatergique 

Contrairement aux autres neurotransmetteurs comme le GABA (acide γ-aminobutyrique), la 

glycine (acide amino acétique) et la taurine qui sont des inhibiteurs, le glutamate et l’aspartate 

sont excitateurs. Le glutamate est synthétisé à partir de la glutamine ou de l’α-cétoglutarate 

dans les neurones et les cellules gliales et en plus dans les neurones par le cycle glutamate-

glutamine (Figure 8). Dans les neurones, le glutamate est stocké dans des vésicules synaptiques 

grâce aux récepteurs vésiculaires (v-GLuT). Durant la neurotransmission, le glutamate contenu 

dans les vésicules des neurones présynaptiques est libéré dans la fente synaptique en réponse à 

la dépolarisation membranaire et active les récepteurs du glutamate (AMPA, NMDA, Kainate 

et mGluR) au niveau des neurones post-synaptiques (Figure 8). Le signal d’excitation se 

termine par une clairance active du glutamate de la fente synaptique par les transporteurs du 

glutamate (EAAT) localisés à la fois sur les astrocytes et les terminaisons présynaptiques. Cette 

recapture est essentiellement gliale (Kritis et al. 2015). Les astrocytes sont à l’origine de la 

majeure partie du glutamate repris par les cellules gliales dans des conditions normales.  

 

 

Figure 8 : La libération et la recapture du glutamate au niveau de la fente synaptique et le cycle 

glutamate/glutamine (Figure adaptée de Kristis et al., 2015). 
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II.1.1. Cycle glutamate-glutamine 

Le cycle glutamate-glutamine représente le mécanisme central dans la régulation de la 

concentration du glutamate au niveau des terminaisons neuronales. Le glutamate capturé par 

les astrocytes est converti en glutamine par une enzyme spécifique aux astrocytes, la glutamine 

synthétase (Martinez-Hernandez et al. 1977). La glutamine formée est à nouveau libérée dans  

l’espace extracellulaire, où elle est transportée dans le neurone présynaptique et reconvertie 

ensuite en glutamate par la glutaminase (Kritis et al. 2015; Laake et al. 1995; Waniewski and 

Martin 1986). Le glutamate néoformé est ensuite libéré dans le milieu extracellulaire via les 

transporteurs vésiculaires du glutamate (vGLuT) (Figure 8). 

Le glutamate capturé par les astrocytes peut également être oxydé en α-cétoglutarate via la 

glutamate déshydrogénase (McKenna et al. 1996; Yu et al. 1982) (Figure 8). Cette dernière voie 

montre clairement qu'en plus d'être un transmetteur excitateur, le glutamate est un substrat 

métabolique important dans les astrocytes (Dienel and Cruz 2006; Hawkins 2009). La fonction 

du glutamate comme neurotransmetteur dépend fortement du métabolisme des astrocytes 

(Hertz 2006). Le mécanisme de recapture du glutamate par les astrocytes via les transporteurs 

est capital dans la clairance du glutamate synaptique car il permet de maintenir la concentration 

du glutamate extérieure faible  (Rothstein et al. 1996) et protégeant ainsi les neurones des effets 

délétères du glutamate, notamment la suractivation des récepteurs du glutamate (excitotoxicité). 

II.1.2. Récepteurs du glutamate 

Le glutamate exerce donc son rôle de neurotransmetteur excitateur en agissant sur deux types 

de récepteurs du glutamate : les récepteurs ionotropiques et les récepteurs métabotropiques 

(Figure 9). Ces récepteurs sont exprimés principalement dans le SNC et sont situés sur la surface 

des neurones et aussi des cellules gliales. 
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Figure 9 : Classification des récepteurs du glutamate : métabotropiques et ionotropiques 

II.1.2.1. Récepteurs ionotropiques 

Les récepteurs ionotropiques sont divisés en trois familles nommés en fonction de la spécificité 

pharmacologique de leur agoniste : α-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionate 

(AMPA), N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et kainate (KA) (Figure 9). In vivo, ces récepteurs 

sont composés d’au moins quatre sous unités sous forme d’hétéro- ou homo-oligomères : les 

récepteurs NMDA sont composés de sous-unités GluN1 et GluN2 (A-D), les récepteurs AMPA 

sont des tétramères composés d'une association variable de quatre sous-unités (GluA1-4) et les 

récepteurs KA sont des combinaisons tétramériques des sous unités (GluK1-5) (Figure 9). Ces 

récepteurs ionotropiques incorporent des canaux ioniques qui sont perméables aux cations. Leur 

activation entraine un influx d’ions Na+ et Ca2+ dans les cellules qui provoque une 

dépolarisation et par conséquent génère un potentiel d’action. Leur perméabilité relative aux 

Na+ et Ca2+ varie en fonction de la famille et de la composition des sous-unités du récepteur 

(Dingledine et al. 1999; Sommer and Seeburg 1992). Les récepteurs NMDA peuvent se lier au 

glutamate, à la glycine, au Mg2+, Zn2+ et les polyamines. Ils forment des canaux plus perméables 

aux Ca2+ qu’aux Na+ et K+. Ce sont des hétéromères GluN1/GluNx, la sous unité GluN1 est 

obligatoire pour avoir un canal fonctionnel car elle porte le site de liaison de la glycine (Schell 

et al. 1995). Les récepteurs KA et AMPA interagissent uniquement avec le glutamate et leurs 

agonistes spécifiques, et présentent une forte perméabilité aux Na+ et K+ comparé aux Ca2+ 

(Kostandy 2012).  
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Contrairement aux récepteurs NMDA qui sont toujours perméables aux Ca2+, les récepteurs 

AMPA présentent des niveaux de perméabilité variables en fonction de la présence ou l’absence 

de la sous unité GluA2. La sous-unité GluA2 module la perméabilité aux Ca2+, cette sous-unité 

subit l’édition (mutation post traductionnelle d’une Glutamine (Q) en Arginine (R)) qui lui 

retire sa perméabilité aux Ca2+. Donc un hétéromère contenant GluA2 n’est pas perméable aux 

Ca2+. Comme les récepteurs AMPA contiennent pratiquement tous la GluA2 éditée, ils ne 

laissent pas passer ou très peu de Ca2+ (voir schéma suivant Figure 10). Les hétéromères 

GluA1/GluA2 et GluA3/GluA2 sont les plus représentés dans le SNC (Hollmann et al. 1991; 

Hume et al. 1991).  

 

 

Figure 10 : Perméabilité aux Ca2+ des récepteurs AMPA. L’editing de la sous-unité GluA2, à 

savoir la mutation d’une glutamine (Q) en arginine (R), retire la perméabilité aux Ca2+. 

 

Au niveau fonctionnel, les récepteurs AMPA sont les plus importants dans la médiation de la 

neurotransmission excitatrice rapide (Collingridge and Lester 1989b). D'autre part, les 

récepteurs NMDA interviennent dans la composante tardive de la transmission excitatrice et 

jouent un rôle clé dans l'induction de la plasticité synaptique (Nicoll and Malenka 1999). Le 

rôle des récepteurs KA dans des conditions physiologiques et pathologiques reste très peu 

connu, ils interviendraient dans les actions post-synaptiques du glutamate (Lerma and Marques 

2013). 
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Figure 11 : Protéines d’interaction avec les récepteurs du glutamate (d’après Aarts et al., 2003) 

 

Les récepteurs du glutamate sont engagés dans des complexes multimériques grâce à des 

interactions avec des protéines postsynaptiques (Figure 11). Ces complexes régulent le trafic 

des récepteurs entre la membrane et le milieu intracellulaire. Ils peuvent aussi permettre des 

couplages entre deux récepteurs comme NMDA et mGlu. Les protéines Homer permettent de 

maintenir les récepteurs mGlu1/5 à proximité des protéines impliquées dans la régulation du 

Ca2+ intracellulaire et des récepteurs NMDA par l’intermédiaire de Shank (Figure 11). 

II.1.2.2. Récepteurs métabotropiques 

Les récepteurs métabotropiques sont couplés aux protéines G (α, β, γ) et influencent le système 

des seconds messagers dans les diverses fonctions telles que l'apprentissage, la mémoire, 

l'anxiété et la douleur. Ces récepteurs sont classés en trois groupes : mGlu1 et mGlu5 

composent le groupe I, mGlu2 et mGlu3 composent le groupe II et mGlu4, mGlu6-8 composent 

le groupe III (Figure 9). Ils sont localisés à la fois au niveau pré- et post-synaptique.  

Les récepteurs du groupe I sont couplés à la dégradation des phosphoinositides par Gq 

conduisant à la synthèse d’IP3 et à la mobilisation du Ca2+ intracellulaire (Kostandy 2012). Le 

groupe II et III inhibent l’action de l’adénylate cyclase par Gi/Go, conduisant à une diminution 

de la synthèse de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). La réduction des niveaux de 

l’AMPc pourrait inhiber la libération du glutamate par les cellules gliales et permettant ainsi la 

neuroprotection (Kostandy 2012; McMullan et al. 2012). Les récepteurs mGlu semblent donc 

moduler l’effet toxique du glutamate dans les neurones par des mécanismes qui restent à ce jour 

très peu compris (Anneser et al. 1998; McMullan et al. 2012; Pizzi et al. 2000).  
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II.1.3. Transporteurs du glutamate 

Le glutamate est libéré au niveau de la fente synaptique par les neurones présynaptiques, mais 

les cellules non neuronales comme les astrocytes elles aussi libèrent et re-capturent du 

glutamate grâce aux transporteurs du glutamate (Bonansco et al. 2011; Perea and Araque 2007).  

Il existe 3 et 4 types de récepteurs du glutamate chez les murins et les humains respectivement: 

GLT-1 (transporteur des acides aminés excitateurs chez les humains EAAT2), qui est le 

transporteur spécifique aux astrocytes et le plus fréquent. EAAC1 (l’équivalent de EAAT3 chez 

les humains) qui a une localisation neuronale, et GLAST (l’équivalent de EAAT1 chez les 

humains) qui est un transporteur des astrocytes localisé préférentiellement au niveau du cortex 

cérébral (Kanai and Hediger 1992; Pines et al. 1992), EEAT4 est le transporteur 

aspartate/glutamate chez l’humain, exprimé principalement dans le cervelet (Fairman et al. 

1995).  

La concentration du glutamate extracellulaire est fortement régulée par les astrocytes via les 

transporteurs du glutamate qu’ils contiennent. Ces astrocytes jouent ainsi un rôle capital dans 

la clairance du glutamate synaptique et permettent de maintenir la concentration du glutamate 

extérieure faible afin d’éviter la sur-stimulation des récepteurs du glutamate (excitotoxicité). 

II.2. L’excitotoxicité dans la SLA 

Le concept d’excitotoxicité a été formulé la première fois par Olney (Olney 1978) et était basé 

sur le fait que les acides aminés qui induisaient la mort neuronale étaient les seuls connus pour 

activer les récepteurs aux acides aminés excitateurs. L’augmentation anormale de la 

concentration de glutamate peut induire une sur-stimulation continue et incontrôlée des 

récepteurs du glutamate. Cette sur-stimulation des récepteurs entraine une dérégulation de 

l’homéostasie du calcium intracellulaire et initie ainsi une cascade de voies de signalisation 

conduisant à une sur-régulation des nNOS (nitric oxide synthase), dysfonctionnement 

mitochondriale, dérégulation de la phosphorylation oxydative, la production des ROS (espèces 

réactives de l’oxygène) (Reynolds and Hastings 1995), le stress du réticulum endoplasmique 

(RE) et la sécrétion des enzymes lysosomales conduisant à la mort neuronale (Figure 13). 

L’excitotoxicité est donc une dégénérescence neuronale induite par une sur-stimulation des 

récepteurs du glutamate. Plusieurs études ont montré que l’excitotoxicité induite par le 

glutamate pourrait contribuer aux lésions neuronales dans l'accident vasculaire cérébral (AVC), 
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les neurotraumatismes, l'épilepsie, et un certain nombre de maladies neurodégénératives, y 

compris la SLA (Coyle and Puttfarcken 1993; Doble 1999).  

 

Figure 12 : Mécanisme de l’excitotoxicité induite par le glutamate et les différentes cascades 

de signalisation, à l’origine de la dégénérescence neuronale.  

 

Bien que l'on sache depuis plus d'un demi-siècle que le glutamate peut être toxique pour les 

cellules nerveuses (Lucas and Newhouse 1957), il n'y a que depuis plus d’une vingtaine 

d’années que fut décrit pour la première fois une augmentation de la quantité de glutamate dans 

le plasma (Plaitakis and Caroscio 1987), le liquide cérébro-spinal (LCR) et dans le SNC des 

patients SLA (Rothstein et al. 1990; Shaw et al. 1995a). Cependant, toutes les études ne 

confirment pas ces résultats (Perry et al. 1990), potentiellement à cause de la grande 

hétérogénéité dans la population des patients SLA et de l’instabilité métabolique du glutamate 

dans les échantillons biologiques. De manière particulièrement intéressante, les études ont 

montré que la quantité élevée de glutamate dans le sérum (Roisen et al. 1982) et LCR (Couratier 

et al. 1993) des patients SLA serait toxique pour les neurones en cultures en activant les 

récepteurs du glutamate non NMDA. De plus amples recherches démontrèrent que cette 

augmentation serait due à une recapture moindre du glutamate par les astrocytes et plus tard il 

a été montré une diminution de l’expression des transporteurs du glutamate dans des astrocytes 
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des patients SLA (Rothstein et al. 1992; Rothstein et al. 1995). Cependant aucune corrélation 

directe n’a été établie entre la toxicité induite et la concentration de glutamate dans le LCR ou 

le sérum des patient SLA. L’argument le plus important et le plus en faveur de l’hypothèse de 

l’excitotoxicité dans la SLA est qu’à ce jour le seul médicament approuvé pour le traitement de 

la SLA est le riluzole, qui possède des propriétés anti-glutamatergique et neuroprotectrice 

contre l’excitotoxicité (Bensimon et al. 1994; Lacomblez et al. 1996). Par ailleurs, le 

mécanisme d’action du glutamate reste une piste intéressante pour d’autres agents 

thérapeutiques ciblant le métabolisme du glutamate (Blasco et al. 2014b). 

II.2.1. Vulnérabilité des motoneurones à l’excitotoxicité 

Les motoneurones diffèrent des autres cellules neuronales dans le SNC par leur grande taille, 

leur fort ratio longueur axonale sur le diamètre du soma, leur grande capacité métabolique 

(McIlwain 1991), leur forte concentration en neurofilaments (Lee and Cleveland 1996) et des 

enzymes de capture de radicaux libres (Shaw et al. 1997), et leur forte densité en récepteurs du 

glutamate (Shaw et al. 1991). En ce qui concerne l’excitotoxicité induite par le glutamate, les 

motoneurones présentent deux propriétés intrinsèques spécifiques qui les rendent 

particulièrement vulnérables. La première propriété est le profil particulier de l’expression des 

sous unités du récepteur du glutamate AMPA, avec une expression de GluA1, GluA3 et GluA4 

mais une expression non détectable de l’ARNm de GluA2 (Sun et al. 2006). La sous unité 

GluA2 joue un rôle important et déterminant dans la perméabilité au calcium du récepteur 

AMPA (Burnashev et al. 1992). La plupart des hétéro-oligomères de sous unités de récepteur 

AMPA dans le SNC humain possède la forme éditée de GluA2 qui les rend imperméables au 

calcium (Bettler and Mulle 1995). Ainsi l’absence de l’expression de la sous unité GluA2 dans 

les motoneurones chez les humains favorisant la perméabilité des récepteurs AMPA pourrait 

potentiellement rendre les motoneurones vulnérables à l’excitotoxicité par une augmentation 

de l’influx calcique durant l’activation des récepteurs du glutamate. La seconde propriété est 

l’absence de l’expression des protéines fixant le calcium telles que la parvalbumine et la 

calbindine D28K dans les motoneurones humains (Ince et al. 1993). Ces protéines liant le 

calcium intracellulaire pourraient jouer un rôle très important dans la protection des neurones 

contre les effets néfastes du calcium qui suit l’activation des récepteurs du glutamate. Ces 

propriétés semblent essentielles pour le bon fonctionnement du motoneurone mais dans les 

conditions pathologiques elles pourraient devenir responsables de la mort sélective des 

motoneurones dans la SLA. L’excitotoxicité dans la SLA peut être induite soit directement par 
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une augmentation du glutamate extracellulaire (une augmentation du relargage ou réduction de 

la clairance du glutamate), ou indirectement par une réponse inappropriée au glutamate (une 

hypersensibilité au glutamate, une altération de l'expression ou de la fonction des récepteurs du 

glutamate, une modification des canaux ioniques et de l'excitabilité) (King et al. 2016).  

II.2.2. Excitotoxicité directe 

L’augmentation du glutamate extracellulaire dans la SLA a conduit à l’hypothèse du 

dysfonctionnement de la régulation du glutamate extracellulaire. Plusieurs études in vivo et in 

vitro ont confirmé l’hypothèse du dysfonctionnement des transporteurs du glutamate comme 

l’un des facteurs d’excitotoxicité dans la SLA (Howland et al. 2002; Rothstein et al. 1993; 

Velasco et al. 1996). Il a été montré que cette dérégulation serait exacerbée par l’expression des 

mutations SOD1 (Yin and Weiss 2012). Des études sur des tissus humains avaient montré une 

réduction de la fonction du transporteur EAAT2 dans le cortex et dans la moelle épinière des 

patients ayant la forme sporadique et aussi familiale de SLA (Fray et al. 1998; Rothstein et al. 

1995; Sasaki et al. 2000). La surexpression de ces transporteurs dans les modèles murins de la 

SLA a montré des effets bénéfiques sur la survie des motoneurones (Guo et al. 2003; Rothstein 

et al. 2005). Ces études confortent l’hypothèse qu’une insuffisance de clairance du glutamate 

synaptique par les astrocytes pourrait induire une activation excessive des récepteurs du 

glutamate entrainant ainsi la mort des motoneurones. 

La libération du glutamate dans le milieu au niveau de la fente synaptique se fait par exocytose 

via les transporteurs vésiculaires du glutamate (vGLuT). Il a été montré que la réduction de 

l’expression du vGLuT2 dans un model murin de la SLA était protective pour les motoneurones 

et permettait de préserver certaines jonctions neuromusculaires, toutefois cette inhibition n’a 

pas pu atténuer la perte de fonction des motoneurones dans ce modèle murin (Wootz et al. 

2010). Certaines évidences de l’augmentation de la libération du glutamate proviennent des 

études in vitro. Ces études avaient montré que les synaptosomes des souris transgéniques 

portant la mutation SOD1G93A avaient un efflux de glutamate basal très important comparé aux 

souris transgéniques SOD1 ne portant pas de mutations et celles non transgéniques (Milanese 

et al. 2011). Ces souris portant la mutation SOD1G93A présentaient un niveau de calcium basal 

élevé et une forte libération du glutamate en réponse à la dépolarisation (Milanese et al. 2011), 

à l’activation des récepteurs métabotropiques (Giribaldi et al. 2013). Le mécanisme exact de 

l’excitotoxicité direct dans la SLA reste mal connu, mais de toute évidence l’expression des 
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mutations SOD1 dans les modèles murins de la SLA induit un changement fonctionnel dans les 

acteurs de libération et dans l’action du glutamate.  

II.2.3. Excitotoxicité indirecte  

L’excitotoxicité est retrouvée en cas de taux de glutamate extracellulaire normal avec une 

fragilité accrue des cellules. 

L’activation des récepteurs du glutamate est l’une des principales voies de production des 

espèces réactives d’oxygène (ROS) via l’activation calcium dépendant de la NO synthase et la 

calpaïne (Lees 1993; Pellegrini-Giampietro 1994). Les ROS pourraient ainsi induire un stress 

cellulaire cumulatif et entrainer la mort neuronale. Il a été rapporté une diminution de 

l’expression des sous unités NR1 et NR2 du récepteur NMDA dans la moelle épinière des 

patients SLA (Samarasinghe et al. 1996; Virgo and de Belleroche 1995). L’expression de 

l’ARNm de la sous unité GluA2 du récepteur AMPA a été trouvée aussi diminuée dans la SLA 

(Pellegrini-Giampietro et al. 1997; Takuma et al. 1999). La GluA2 est connue pour réguler le 

flux calcique et protéger les motoneurones de l’excitotoxicité (Kawahara et al. 2003; Van 

Damme et al. 2002). Il a été également trouvé chez les patients SLA que les motoneurones 

supérieurs et inférieurs présentaient tous les deux une faible expression de la sous unité GluA2 

comparé aux autres neurones (Shaw et al. 1999; Tomiyama et al. 1996). Cependant, la 

distribution de GluA2 dans les motoneurones est controversée particulièrement dans les 

modèles murins (Greig et al. 2000; Laslo et al. 2001; Petralia et al. 1997). Bien que les 

polymorphismes de la GluA2 aient été identifiés comme un facteur à risque pour la SLA 

(Bogaert et al. 2010), les modifications de l’expression de GluA2 sont considérées comme étant 

un élément majeur de l’excitotoxicité. Cependant le mécanisme de dérégulation de la GluA2 

dans la SLA reste à élucider. Certaines études ont montré que les modifications de l’expression 

de la GluA2 sont régulées par les astrocytes (Van Damme et al. 2007; Yin et al. 2012). 

Les anomalies dans l’excitabilité intrinsèque des motoneurones pourraient également jouer un 

rôle dans la progression de la SLA. Cette excitabilité est déterminée par les réponses des 

neurones aux stimuli induisant la dépolarisation ou l’hyperpolarisation. L’hyperexcitabilité des 

motoneurones dans la SLA est bien décrite (Vucic and Kiernan 2013). Des modifications 

similaires ont été trouvées dans les modèles murins de SLA (Pambo-Pambo et al. 2009; van 

Zundert et al. 2008), et dans les cultures de motoneurones portant la mutation SOD1, C9Orf72 

ou FUS (Kuo et al. 2005; Pieri et al. 2009; Wainger et al. 2014). Une étude récente chez un 
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modèle murin SOD1G93A au moment de la dénervation a indiqué que 42% des motoneurones 

lombaires étaient hypoexcitables, malgré le fait que les mécanismes homéostatiques 

conservaient l’excitabilité dans la plupart des cellules (Delestree et al. 2014). Ces résultats 

contradictoires peuvent être dus à l'hétérogénéité de la population motoneuronale (Leroy et al. 

2014; Venugopal et al. 2015), spécialement les motoneurones larges (de type F) qui innervent 

les fibres rapides et les petits (de type S) qui innervent les fibres lents. Bien que les 

motoneurones de type F soient beaucoup plus sensibles à la dégénérescence dans la SLA, ils 

ont constaté que ceux de type S étaient hyperexcitables et présentaient une altération des 

arborescences dendritiques,  tandis que les motoneurones de type F ne présentaient aucune 

modification de leur excitabilité intrinsèque. Une récente étude réalisée sur un modèle murin 

SOD1G93A a également montré des différences entre ces deux types de motoneurones 

(Venugopal et al. 2015). 

L’excitotoxicité dans la SLA reste une voie pathophysiologique intrigante qui non seulement 

pourrait expliquer la sélectivité de la mort des motoneurones, mais aussi le rôle des cellules 

non-neuronales avoisinantes dans la SLA et les mécanismes d’action du seul traitement qui 

existe, le riluzole. 

II.3. Glutamate : cible thérapeutique de choix dans la SLA 

Le riluzole,  un anti-glutamatergique est à ce jour le seul traitement disposant d’une autorisation 

de mise sur le marché (AMM) pour la sclérose latérale amyotrophique. Cette AMM a été 

délivrée par la commission européenne le 10 juin 1996. Selon la classification Anatomique, 

Thérapeutique et Chimique (ATC), il fait partie des « autres médicaments du système 

nerveux ». 

Le riluzole ou 2-amino-6-(trifluorométhoxy)benzothiazole est un dérivé fluoré qui appartient à 

la classe des benzothiazoles (Figure 14). Il est commercialisé par Aventis pharma SA sous le 

nom de Rilutek®. De par son mode d’action, le riluzole prolonge de manière significative mais 

modérée (2 à 3 mois) la survie des patients atteints de SLA (Bensimon et al. 1994; Miller et al. 

2007b). 

 

Figure 13 : Structure chimique du riluzole ou 2-amino-6-(trifluorométhoxy)benzothiazole 
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Malgré le grand nombre d’études sur les mécanismes d’action du riluzole, ses effets sur les 

motoneurones ne sont que partiellement connus. Ceci est principalement dû à son large éventail 

d’action sur les neurones à des concentrations différentes (Urbani and Belluzzi 2000). 

L’effet principal du riluzole serait de réduire la concentration en glutamate dans la fente 

synaptique. Il a un effet neuroprotecteur par l’intermédiaire de plusieurs mécanismes tels que 

l’inhibition de la libération présynaptique du glutamate (Martin et al. 1993; Nagoshi et al. 2015; 

Pratt et al. 1992), l’inhibition directe et non compétitive des récepteurs ionotropiques NMDA 

et AMPA  en post synaptique et l’inactivation des canaux sodiques voltage dépendant (Doble 

1996) (Figure ). Le riluzole stabiliserait, par action directe, les canaux sodique voltage 

dépendant dans leur conformation inactive et donc empêcherait la dépolarisation (Benoit and 

Escande 1991). Cependant les effets exacts du riluzole sur la neurodégénérescence dans la SLA 

ne sont pas totalement élucidés.  

 

Figure 14 : les différents sites d’action du riluzole selon Doble 1996 : (A) inhibition de la 

libération du glutamate ; (B) blocage des récepteurs d’acides aminés excitateurs ; (C) 

inactivation des canaux sodique voltage dépendant. 

 

Ces mécanismes ci-dessus peuvent agir en synergie pour bloquer l’excitotoxicité et donc doter 

le riluzole d’une activité neuroprotectrice importante (Blasco et al. 2014b). Cette activité neuro-

protectrice mais aussi son activité anti-convulsivante pourrait également être expliquée par le 
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fait que le riluzole interagirait avec les courants sodiques d’une part mais aussi les courants 

potassiques dans les neurones corticaux (Zona et al. 1998). Ce médicament neuroprotecteur 

ralentirait l’inactivation des canaux potassiques dans les neurones par un mécanisme oxydatif 

voltage-dépendant. Ce mécanisme sous-entend une inhibition de la libération du glutamate (Xu 

et al. 2001).  

Le riluzole bloque le courant sodium persistant et en partie le courant calcique. De plus il 

diminue la transmission glutamatergique, probablement via l’inhibition de la PKC qui régule 

l’activité des récepteurs NMDA présynaptiques ayant un effet facilitateur sur la sortie du 

glutamate (Lamanauskas and Nistri 2008). Il semble également stimuler les voies de 

transduction dépendantes de la protéine G conduisant le riluzole à neutraliser l’activation des 

récepteurs NMDA et donc d’inhiber la libération de glutamate (Doble 1996; Hubert et al. 1994). 

De plus il inhiberait la protéine kinase C (PKC) qui régule les récepteurs NMDA présynaptiques 

(Noh et al. 2000). Il augmenterait également l’expression des sous unités GluR1 et GluR2 des 

récepteurs AMPA à la surface des cellules et modifierait ainsi leur perméabilité (Du et al. 2007).   

Il a été rapporté que le riluzole pourrait augmenter l’expression et le taux de GLT1, mais aussi 

qu’il augmenterait les autres transporteurs sans sélectivité (Carbone et al. 2012; Fumagalli et 

al. 2008). Ceci stimule alors l’absorption de glutamate par les neurones et les astrocytes 

(Rothstein et al. 1996). Dall’Igna et al. , en 2013, ont démontré, sur une culture de cellules 

astrogliale C6, que le riluzole dépendait d’autres voies intracellulaires indépendantes mettant 

en jeu la protéine kinase C, le phosphatidylinositol-3-kinase et le récepteur du facteur de 

croissance fibroblastique. Cette étude montre également une augmentation de l’expression du 

transporteur EAAC1 (Dall'Igna et al. 2013). 

Selon Chowdhury et al. , le riluzole augmenterait le métabolisme du glucose dans le cortex 

préfrontal de rat et dans l’hippocampe (Chowdhury et al. 2008). Une étude, en 2013, a démontré 

l’influence du riluzole sur le transport du glucose dans les neurones touchés dans le SLA et 

dans les tissus des muscles squelettiques. Elle a montré que le riluzole augmente la vitesse de 

transport du glucose, directement ou non, par la phosphorylation de la 5᾽AMP-protéine kinase 

activée (AMPK) ce qui augmente alors la production d’ATP dans les cellules pour leurs 

permettre de lutter contre les phénomènes excitotoxiques (Daniel et al. 2013). 

Le riluzole peut également agir sur la transmission GABAergique (Jahn et al. 2008) et affecter 

la fonction des récepteurs à l’acétylcholine (Bellingham 2011; Deflorio et al. 2012; 

Mohammadi et al. 2002). 
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Le riluzole semble agir sur plusieurs cibles impliquées dans le métabolisme énergétique 

cérébral dont les partenaires clés sont les astrocytes et les neurones. Nous suggérons dans ce 

travail de thèse que pour mieux comprendre les mécanismes d’action du glutamate et de son 

antagoniste, le riluzole dans la SLA, il est primordial d’identifier précisément les interactions 

métaboliques entre les astrocytes et les motoneurones.  



Introduction générale 

73 

 

III. SLA et Métabolisme énergétique cérébral 

On a longtemps pensé que la physiopathologie de la SLA était restreinte aux motoneurones. Il 

semble cependant que la SLA soit une maladie systémique avec notamment une altération du 

métabolisme énergétique global et une contribution majeure des astrocytes. Au cours des trente 

dernières années, plusieurs études réalisées sur les différents aspects cellulaires et moléculaires 

du métabolisme énergétique cérébral ont montré que les cellules gliales et particulièrement les 

astrocytes sont des acteurs clés dans le fonctionnement du cerveau. Les astrocytes sont 

fortement impliqués dans les processus de signalisation neuronale et leur métabolisme est 

étroitement couplé à celui des neurones, notamment par l’activation de la navette lactate 

astrocyte-neurone (Kreft et al. 2012). Plus précisément, les astrocytes ajustent la production 

d'énergie aux besoins énergétiques des neurones via différents mécanismes regroupés sous le 

terme « de couplage neurométabolique » (CNM) (Pellerin and Magistretti 2004; Petit and 

Magistretti 2016).  

Les astrocytes sont bien plus nombreux que les neurones dans le cerveau humain (Nedergaard 

et al. 2003) et participent activement à la régulation du glutamate (clairance et recyclage), 

l'homéostasie des ions, au stockage de l'énergie sous forme de glycogène, l’expression des 

facteurs neurotrophiques, la production des molécules anti-oxydantes, la modulation de 

l'activité synaptique via la libération des gliotransmetteurs, et à la formation et le remodelage 

des synapses (Kreft et al. 2012). Ces mécanismes qui sont les clés de l’activité cérébrale et 

cognitive contribuent à la dégénérescence neuronale dans les conditions pathologiques. Ainsi 

les astrocytes semblent jouer un rôle primordial dans l’étiologie des maladies 

neurodégénératives et particulièrement la SLA, en effet ils interviennent activement dans de 

nombreuses hypothèses physiopathologiques de cette maladie, notamment l’excitotoxicité 

induite par le glutamate (Allaman et al. 2011).  

III.1. Astrocytes, partenaires énergétiques des motoneurones 

Dans le schéma du métabolisme énergétique cérébral classique, l’oxygène et le glucose sont 

transportés dans le cerveau via le sang. Le glucose est capturé par les neurones et les cellules 

gliales via les transporteurs du glucose (Maher et al. 1994), métabolisé via la glycolyse et le 

cycle de Krebs pour satisfaire le besoin énergétique de chaque type cellulaire. En 2001, une 

étude estimait que la grande partie de la consommation énergétique était attribuée aux neurones 
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(~ 90-95%), et seulement une petite fraction (~5-10%) était attribuée aux cellules gliales 

(Attwell and Laughlin 2001). En conséquence, supposant que le glucose soit l’unique substrat 

énergétique, il serait probable que la consommation de glucose par chaque type cellulaire soit 

similaire. Une année plus tard, en utilisant du 2-déoxyglucose (2DG) marqué et une technique 

d’immunohistochimie, une autre étude a montré que l’accumulation du 2DG était identique 

dans les neurones et les astrocytes dans le cortex cérébral (Wittendorp-Rechenmann et al. 

2002). En 2003, Véga et ses collaborateurs avaient étudié la distribution du 2DG, du glucose et 

du lactate entre les cellules gliales et les axones et ils avaient montré que la consommation du 

glucose était attribuée à 80% aux cellules gliales (Vega et al. 2003). Ces résultats suggèrent 

fortement que pour répondre aux besoins énergétiques des neurones, les cellules gliales doivent 

libérer un intermédiaire métabolique du glucose, le lactate qui serait finalement repris et oxydé 

par les neurones  (Figure 15) (Pellerin and Magistretti 2003; Pellerin et al. 1998). Plusieurs 

autres études supportent cette hypothèse (Kreft et al. 2012; Magistretti 2006; Pellerin et al. 

1998; Poitry-Yamate et al. 1995; Tsacopoulos et al. 1988). De plus, en 2005, Sickmann et ses 

collaborateurs avaient montré que le lactate sécrété dans le milieu de culture des astrocytes 

provenait du métabolisme du glucose extracellulaire et non de la dégradation du glycogène 

(Sickmann et al. 2005). 

Il est connu depuis un certain temps que les cellules gliales, et plus particulièrement, les 

astrocytes, ont une grande capacité à produire du lactate via la glycolyse aérobie (Walz and 

Mukerji 1988). Ainsi, il a été montré que le glutamate, par l'intermédiaire d’un mécanisme 

impliquant sa capture suivie d’une activation du Na+, K+-ATPase, provoque une augmentation 

à la fois de la consommation du glucose et de la production du lactate (Pellerin and Magistretti 

1994). Plusieurs observations in vitro et in vivo ont fourni de nouvelles informations sur le 

mécanisme intracellulaire associé à la réponse métabolique des astrocytes (Figure 15) 

(Magistretti and Allaman 2015; Petit and Magistretti 2016).  
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Figure 15 : Représentation schématique du mécanisme de couplage neuro-métabolique et les 

différentes voies associées (d’après Petit and Magistretti 2016) 

Le pH tampon (la voie en orange), l’anhydrase carbonique dans les astrocytes convertit le CO2 

en H+ et HCO3
-. Deux HCO3

- sont transportés dans le milieu extracellulaire avec un Na+ via le 

co-transporteur  Na+/ HCO3
- (NBC),  augmentant ainsi le pouvoir tampon extracellulaire. Le 

proton resté dans l’astrocyte pourrait entrainer le transport du lactate (Lac) de l’astrocyte au 

neurone via les transporteurs des monocarboxylates (MCTs). L’excès de H+  dans le neurone 

est extrudé via l’échange Na+/ H+ (NHE). (ii) La navette lactate astrocyte-neurone (ANLS) est 

représentée par la voie en vert. La capture du glutamate (Glu) par l’astrocyte est accompagnée 

de l’entrée du Na+ grâce à l’action de la Na+/ K+ -ATPase. Ce mécanisme déclenche la glycolyse 

dans les astrocytes et l'absorption du glucose circulant via le transporteur de glucose (GLUT1). 

Le lactate est transporté au  neurone via les transporteurs MCTs, où il peut être utilisé substrat 

énergétique après être converti en pyruvate (Pyr). Les neurones peuvent également capturer le 
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glucose via le transporteur neuronal GLUT3. (iii) Le métabolisme du glycogène représenté par 

la voie violette. Les astrocytes stockent le glucose sous forme de glycogène, dont la synthèse 

est modulée par le glycogène synthase et la sous-unité non catalytique de la  protéine 

phosphatase 1 (PTG). La dégradation du glycogène est contrôlée par le glycogène 

phosphorylase (GPhos). (iv) le cycle glutamate-glutamine est représenté en rouge. Le glutamate 

libéré au niveau de la fente synaptique active les récepteurs glutamatergiques ionotropiques 

(GluR) et entraine une dépolarisation post-synaptique. Les transporteurs des acides aminés 

excitateurs (EAATs) sont responsables de la grande partie du glutamate capturé dans la fente 

synaptique. Le Glu est converti en glutamine (Gln) par la glutamine synthétase (GS) et ensuite 

recapté par les neurones pour la synthèse de glutamate. (v) Tampon potassique est représenté 

par la voie en bleue. Les astrocytes capturent l’excès de  K+ libéré dans le milieu extracellulaire. 

Les ions K+ naviguent au travers du réseau astrocytaire via les gaps jonctions (GJ) (Magistretti 

and Allaman 2015).  

De cette observation in vitro, il a été suggéré que les astrocytes seraient capables de détecter 

l'activité synaptique au niveau des synapses glutamatergiques et en retour de métaboliser le 

glucose en lactate qui serait fourni aux neurones (Magistretti 2006; Petit and Magistretti 2016). 

La preuve d'une telle fonction importante était attribuée essentiellement aux transporteurs du 

glutamate des astrocytes (Cholet et al. 2001). 

Une étude in vivo utilisant des oligonucléotides anti sens dirigés contre le transporteur GLAST 

a montré une diminution de la consommation du glucose dans le cortex somatosensoriel (Cholet 

et al. 2001). Des résultats similaires ont été également observés dans les souris KO GLT1 

(Voutsinos-Porche et al. 2003). Parallèlement à l'augmentation de la consommation du glucose 

déclenchée par l’absorption du glutamate, il a été montré que le glutamate provoque également 

une stimulation rapide du transport du glucose dans les astrocytes (Loaiza et al. 2003). Le 

glucose peut servir également de précurseur pour la synthèse du glutamate (Hertz and Dienel 

2002). 

III.2. Hypothèse de l’altération des interactions métaboliques 

astrocyte-motoneurone dans la SLA 

Bien qu'une grande partie de la recherche sur la SLA soit orientée vers l’étude des propriétés 

intrinsèques des motoneurones, de plus en plus d’études s’intéressent à l’implication des 

cellules gliales dans la dégénérescence des motoneurones. Des études ont montré des effets 
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toxiques des mutations SOD1 dans les cellules non-neuronales notamment des astrocytes sur la 

survie des motoneurones dans les modèles murins de la SLA (Clement et al. 2003a; Nagai et 

al. 2007). Ainsi, il est clairement admis que les astrocytes jouent un rôle important dans la SLA, 

cependant le mécanisme par lequel l’expression de la mutation SOD1 change les propriétés des 

astrocytes et la contribution des astrocytes dans la dégénérescence des motoneurones et sa 

propagation dans la SLA reste largement à élucider. L’une des grandes difficultés à déterminer 

exactement la contribution des astrocytes dans l’apparition et la progression de la maladie est 

la grande complexité des interactions entres les astrocytes et les motoneurones. En utilisant des 

modèles in vitro de la SLA notamment les co-cultures astrocyte-motoneurone, certaines études 

ont pu mettre en évidence des changements fonctionnels notamment une anomalie métabolique 

induite par l’interaction entre les deux types cellulaires. (Ferraiuolo et al. 2011). Ferraiuolo et 

ses collaborateurs avaient montré ainsi une dysfonction du transporteur de lactate (MCT) dans 

les astrocytes exprimant la mutation SOD1 et qui serait à l’origine de la diminution de taux de 

lactate dans la moelle épinière. Ils avaient également montré que l’augmentation du taux de 

lactate permettrait de préserver la survie des motoneurones.  

Il a été rapporté dans une étude réalisée sur les astrocytes isolés des souris pré-symptomatiques 

SOD1G93A, une réduction des transcrits majeurs des acteurs impliqués dans la navette du lactate 

entre les astrocytes et les motoneurones, tels que le transporteur du glutamate (GLAST), la 

pompe Na+/K+-ATPase, la phosphoglycérate kinase (Pgk) et le transporteur de lactate MCT 

(slc16a). Cette réduction de l’expression de MCT a été également observée dans les astrocytes 

de la moelle épinière des patients SLA et à plus de 50% dans le cortex moteur (Lee et al. 2012b). 

Ceci supporte l’hypothèse de l’altération du métabolisme de lactate et de sa navette astrocyte-

motoneurone dans la maladie. Une autre étude avait montré que les motoneurones co-cultivés 

avec des astrocytes transgéniques présentaient des anomalies du potentiel membranaire 

mitochondrial, qui pourraient être liées à une carence de support énergétique (Bilsland et al. 

2008). En accord avec cette hypothèse d’altération des interactions métaboliques astrocyte-

motoneurone dans la SLA, il a également été montré que lorsque les astrocytes portant la 

mutation SOD1G93A sont cultivés seuls, ils ne présentent aucune anomalie de sécrétion de 

lactate, contrairement à lorsqu’ils sont co-cultivés avec motoneurones non transgéniques, 

probablement via la libération du glutamate entrainant ainsi une altération du métabolisme du 

lactate dans les astrocytes (Ferraiuolo et al. 2011).  
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IV. Approches d’exploration des modèles in vitro de la 

SLA 

Devant l’impasse thérapeutique et l’absence de connaissance de tous les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la SLA et de leurs liens, de nombreux travaux s’attachent 

à explorer la pathogénèse de cette maladie dans différents modèles cellulaires et animaux afin 

d’améliorer la connaissance des mécanismes et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Ces travaux utilisent différentes approches dites en « omique » permettant d’approfondir la 

compréhension des mécanismes physiopathologiques. Dans ce travail de thèse, nous nous 

sommes particulièrement intéressés à l’exploration de la physiopathologie de la SLA sur des  

modèles cellulaires par l’approche métabolomique.  

IV.1. Modèles cellulaires d’étude dans la SLA 

Les avancées dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la 

SLA imposent un modèle d’étude pertinent, associant facilité d’utilisation, reproductibilité dans 

l’utilisation de ce modèle et spécificité par rapport à la pathologie. Différents modèles 

cellulaires sont utilisés pour étudier la SLA au niveau de la cellule et particulièrement du 

motoneurones. Une revue de la littérature a été faite dans notre équipe résumant les différents 

modèles cellulaires utilisés dans l’exploration de la physiopathologie (Veyrat-Durebex et al. 

2014). Les données tirées des modèles in vitro expérimentaux sont utilisés pour (1) évaluer les 

premiers événements dans la mort des motoneurones, (2) améliorer la connaissance sur des 

mécanismes physiopathologiques et (3) identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Ces 

modèles in vitro proviennent soit des cultures primaires, soit des lignées cellulaires ou des 

cellules souches. 

IV.1.1. Cultures primaires 

Les cultures primaires les plus utilisées dans les études de la SLA sont celle des motoneurones 

et d’astrocytes :  

-  Malgré la complexité de leur culture, les motoneurones primaires sont utilisés pour 

étudier la physiopathologie de la SLA au niveau cellulaire. Ils sont généralement 

obtenus à partir du cortex, d’hippocampe ou de la moelle épinière de rongeurs (Camu 

and Henderson 1992; Raoul et al. 2002).  
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- Les astrocytes primaires obtenus à partir du cortex, d’hippocampe ou de la moelle 

épinière des rongeurs sont utilisés pour étudier le rôle des cellules gliales dans la 

physiopathologie de la SLA notamment dans la neuroinflammation et l’excitotoxicité 

induite par le glutamate (Aebischer et al. 2011; Harlan et al. 2016; Milosevic et al. 2016; 

Rojas et al. 2015).  

IV.1.2. Lignées cellulaires 

Il existe plusieurs lignées cellulaires neuronales utilisées actuellement dans les études sur la 

SLA.  

- La lignée Neuro-2a qui a été établie à partir d’un neuroblastome spontané d’une souris 

albinos il y a plus de 40 ans (Klebe and Ruddle 1969). Ces cellules développent des 

neurites et produisent une grande quantité de protéines des microtubules qui sont 

essentiels pour la dynamique des axones (Olmsted et al. 1970). Cette lignée cellulaire 

est utilisée pour étudier la dysfonction mitochondriale, les agrégats protéiques et le 

stress oxydant dans la SLA (Cacabelos et al. 2016; Ezzi et al. 2007; Kabashi et al. 2010; 

Yan et al. 2016). 

- La lignée SH-SY5Y, trois fois sous-clonée à partir de cellules SKN-SH, remonte à 1970. 

Elle a été établie à partir de cellules de neuroblastome métastasique prélevées dans la 

moelle osseuse d’une fille de 4 ans (Biedler et al. 1973; Biedler et al. 1978). Cette lignée 

cellulaire possède de nombreuses propriétés intéressantes, comme la possibilité de 

produire de la dopamine, du GABA et de l’acétylcholine. Elle est utilisée pour étudier 

la dysfonction mitochondriale, les facteurs génétiques et le stress oxydant dans la SLA 

(Wang et al. 2015; Zhu et al. 2016) 

- Les cellules PC12, issues d’un phéochromocytome de rat, forment une lignée stable et 

produisent de la dopamine et du glutamate. Elles peuvent être différenciées en utilisant 

des facteurs de croissance neuronaux et donner un phénotype excitable avec des neurites 

(Greene and Tischler 1976). Elles sont utilisées pour les études fonctionnelles des 

facteurs génétiques et des agrégations protéiques dans la SLA (Benmohamed et al. 

2011; Trippier et al. 2012) 

-  La lignée cellulaire NSC-34 a été développée à partir de la fusion de cellules de 

neuroblastome de souris N18TG2 et de motoneurones de moelle épinière d’embryon de 

souris (Cashman et al. 1992). Les cellules NSC-34 expriment des propriétés spécifiques 
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des motoneurones, y compris la génération de potentiels d’action, l’expression de 

protéines des neurofilaments, ainsi que la synthèse, le stockage et la libération de 

l’acétylcholine. La lignée NSC-34 est une lignée cellulaire assez stable. Cette lignée est 

donc la plus utilisée dans les études in vitro sur la SLA (Dangoumau et al. 2016; Madji 

Hounoum et al. 2016b; Moreno-Ortega et al. 2016; Veyrat-Durebex et al. 2015). En 

raison des propriétés intéressantes des cellules NSC-34 citées ci-dessus, nous avons 

initialement prévu de développer un projet d’étude métabolomique à partir de ces 

cellules. 

IV.1.3. Cultures issues des cellules souches 

En 2007, il a été rapporté que les fibroblastes humains pouvaient être reprogrammés en cellules 

souche pluripotentes induites (iPSC, de l’anglais induced Pluripotent Stem Cells) (Takahashi 

et al. 2007) et sur la base de cette découverte de nouveaux modèles cellulaires de la SLA ont 

été développés. En effet, en 2008 la première culture des motoneurones humains issue d’iPSC 

des patients ALS a été réalisée (Dimos et al. 2008). Depuis, plusieurs techniques ont été 

développées pour produire la lignée iPSC (Taura et al. 2009) et convertir les fibroblastes des 

patients SLA en motoneurones (Meyer et al. 2014; Son et al. 2011). Des progéniteurs neuronaux 

(NPCS, de l’anglais Neural Progenitors Cells) isolés de la moelle épinière post mortem des 

patients SLA peuvent également être cultivés et différenciés en motoneurones, astrocytes et 

oligodendrocytes en culture (Haidet-Phillips et al. 2011). Ces motoneurones et astrocytes issus 

d’iPSC ou d’hESC (de l’anglais human Embryonic Stem Cells) sont donc utilisés dans les 

études in vitro et notamment sur l’implication des cellules non neuronales  et sur les facteurs 

génétiques dans la SLA (Almad et al. 2016; Myszczynska and Ferraiuolo 2016). Cependant 

l’un des inconvénients majeurs de ces cellules reprogrammées, est l’hétérogénéité 

phénotypique entre les cellules souches (Osafune et al. 2008) ou entre les clones iPS 

différenciés obtenus à partir d’un même individu (Thatava et al. 2013). En utilisant la lignée 

iPS des patients atteints de la SLA atteints portant les mutations TDP-43, Egawa et ses 

collaborateurs avaient montré qu’après la différenciation de chaque clone d’iPS en 

motoneurones, les cellules présentaient d’importantes variations de taux d’expression de TDP-

43, de formation d’agrégat et de mort cellulaire après le stress oxydant (Egawa et al. 2012).  
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IV.1.4. Co-culture motoneurones-astrocytes 

Devant la complexité de la physiopathologie de la SLA, dans laquelle plusieurs types cellulaires 

sont impliqués, de nombreux travaux utilisent des modèles de co-cultures de la maladie. Ces 

modèles sont le plus souvent des co-cultures des astrocytes et des motoneurones provenant de 

moelles épinières de rongeurs, bien que les cellules NSC-34 soit souvent utilisées à la place des 

motoneurones (Foran et al. 2011; Veyrat-Durebex et al. 2015). Haastert et al., ont mis au point 

un système de co-culture de motoneurones embryonnaires de rat et de cellules de Schwann 

(Haastert et al. 2005). Ces modèles permettent d’étudier des interactions neurones-glies et ont 

mis en évidence le rôle important des astrocytes dans la physiopathologie de la SLA (Di Giorgio 

et al. 2007; Nagai et al. 2007; Raoul et al. 2002; Veyrat-Durebex et al. 2015). En raison de 

l’importance du rôle des astrocytes dans le développement de la maladie (cf sous chapitre « rôle 

des cellules gliales », page 43), les modèles de co-cultures motoneurones-cellules gliales 

semblent être à ce jour mieux adaptés que les modèles monocultures pour des études in vitro 

sur la SLA, notamment concernant la compréhension des interactions métaboliques entre les 

astrocytes et les motoneurones. 
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IV.2. Métabolomique  

La métabolomique est une science qui s’inscrit dans la continuité de la génomique, la 

transcriptomique et de la protéomique (Sumner et al. 2003) (Figure 16): Elle a pour objectif de 

donner un aperçu le plus large possible sur le profil des métabolites d'un échantillon étudié.  

 

 

Figure 16 : Représentation schématique de l’organisation des sciences en « omique » (d’après 

l’Inserm 2011) 

IV.2.1. Métabolome 

La métabolomique est une méthode d’exploration du métabolome qui comprend l’ensemble des 

composés de petits poids moléculaires (< 1000-1500 Da) appelés métabolites (Wishart et al. 

2013), présents dans un échantillon biologique (cellules, tissu, fluide biologique, organe ou 

organisme). Ces métabolites peuvent être des sucres, des acides aminés, des acides organiques, 

des dérivés nucléosides, les vitamines, les stéroïdes etc. (Nicholson et al. 2002). Ils représentent 

les produits intermédiaires et finaux de la régulation cellulaire nécessaire au fonctionnement de 

la cellule ou de l’organe. Le métabolome est donc en perpétuelle évolution et dépend de l’état 

physiologique, développemental ou pathologique d’un système biologique (Raamsdonk et al. 

2001) d’où son grand intérêt dans la mise en évidence de perturbations physiopathologiques. 
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Leur caractérisation peut donner un aperçu général sur l’impact ou l’empreinte métabolique des 

facteurs étudiés (actions génomiques ou environnementales) mais aussi une information plus 

ciblée sur les voies métaboliques concernées et les mécanismes sous-jacents, mettant en 

évidence des inter-relations métaboliques qui n’auraient pas pu être détectées avec des 

approches biochimiques traditionnelles. Ainsi, l'analyse métabolomique des cellules est 

apparue comme une approche importante pour l'étude de la biochimie cellulaire et de la 

physiopathologie de certaines maladies (Madji Hounoum et al. 2016a).  

IV.2.2. Approches métabolomiques 

Il existe différents types d’approches métabolomiques en fonction des objectifs de l’étude.  

- L’analyse non ciblée ou globale consiste à analyser l’ensemble des métabolites 

détectables dans un échantillon. Elle a pour but de comparer des empreintes entre 

différents groupes afin de rechercher de potentiels métabolites discriminants plusieurs 

situations biologiques. C’est une approche sans a priori.  

- L’analyse ciblée consiste à analyser un nombre défini de métabolites connus et 

prédéfinis. Ce type d’approche cible donc une ou plusieurs voies métaboliques 

spécifiques ou des métabolites appartenant à une famille chimique donnée.  

La métabolomique est une approche émergeante qui est appliquée dans de nombreux domaines 

et principalement dans le domaine de la santé, la pharmacologie, l’agro-alimentaire, la 

microbiologie, la physiologie végétale et animale, etc. 

IV.2.3. Analyse métabolomique 

L’analyse métabolomique débute par une préparation des échantillons en vue de leur analyse. 

Une fois les analyses faites, les données brutes obtenues (spectres, chromatogrammes) sont 

ensuite traitées par des logiciels adaptés pour extraire l’information. Les tables de données 

obtenues sont analysées avec des logiciels d’analyses statistiques (multivariées et univariées) 

pour dégager l’information discriminante et significative. Les signaux discriminants sont soit 

déjà identifiés en amont soit après des analyses statistiques. Les métabolites identifiés sont 

ensuite utilisés pour annoter les voies métaboliques perturbées et poser une interprétation 

biologique du phénomène observé. Ces étapes sont représentées dans la Figure 17 tirée de notre 

revue (Blasco et al. 2016c). 
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Figure 17 : Les différentes étapes d’une étude métabolomique, de la préparation des 

échantillons à l’interprétation des résultats (d’après Blasco et al., 2016c). 

IV.2.3.1. Préparation des échantillons 

La préparation des échantillons est une étape primordiale dans une étude métabolomique car 

elle est fonction des techniques analytiques utilisées et détermine la qualité et la reproductibilité 

des données analytiques. Elle peut également être source de biais dans l’interprétation des 

résultats. Cette étape permet d’éliminer de la matrice biologique la majorité les protéines 

(sérum, plasma, LCR, tissus) qui peuvent gêner la suite de l’analyse. Elle permet de rendre 

également l’échantillon compatible avec la technique analytique utilisée telle que la dérivation 

chimique des échantillons pour la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(GC-MS) et encore l’utilisation des solvants deutérés pour la spectroscopie par résonance 

magnétique (RMN). En fonction du type d’étude que l’on veut réaliser (non ciblée ou ciblée) 

on peut inclure une étape de pré concentration des échantillons ou au contraire réaliser le moins 

d’étapes de préparations possibles pour éviter la perte de métabolites peu abondants et assurer 

la reproductibilité de la préparation. Pour l’analyse de chaque matrice biologique, il est donc 

nécessaire de développer et de valider un protocole d’extraction adapté et robuste. En ce qui 

concerne la préparation des cellules, les recommandations et les différentes étapes sont 

détaillées dans la revue que j’ai effectuée, page 94 (Madji Hounoum et al. 2016a). 
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IV.2.3.2. Techniques analytiques en métabolomique 

A ce jour le métabolome humain n’est pas complètement caractérisé. Cependant plusieurs bases 

de données telle que HMDB (Human Metabolome DataBase) recensent plus de 40 000 

métabolites et plus de 700 voies métaboliques associées aux maladies (Wishart et al. 2013; 

Wishart et al. 2016). En raison de l’abondance de ces métabolites, de leurs diversités chimiques 

ainsi que de la grande variabilité des concentrations observées, une seule technique analytique 

ne suffit pas pour couvrir la détection complète du métabolome humain. Les deux principales 

méthodologies analytiques utilisées en métabolomique sont : la spectroscopie par Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN) et la Spectrométrie de Masse (SM).  

IV.2.3.2.1. Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) 

La spectroscopie RMN a montré son grand potentiel dans l'analyse de divers fluides 

biologiques, de tissus intacts et d’extraits de tissus. Cette technique permet à la fois de détecter 

simultanément plusieurs métabolites dans un mélange et de les quantifier, l’intégrale du signal 

étant proportionnelle à la concentration molaire du métabolite correspondant. Elle a pour 

avantages d’être non destructive, rapide, peu coûteuse, reproductible et nécessite une 

préparation minimale de l'échantillon. La plupart des analyses RMN sont basées sur les signaux 

du noyau proton (1H) car il présente une grande sensibilité par rapport au noyau 13C, par 

exemple, seulement présent à 1% à l’état naturel. En outre, les protons sont présents dans tous 

les composés organiques et de ce fait les spectres reflètent la composition quasi-complète de 

l’échantillon biologique étudié. 

IV.2.3.2.2. Spectrométrie de masse (MS) 

La spectrométrie de masse (MS) consiste à mesurer le rapport de la masse d’un ion sur sa charge 

(m/z). Le développement et les améliorations apportées aux spectromètres de masse (Orbitrap®, 

FT-ICR ; Fourier transform-ion cyclotron resonance ; TOF, time of flight) ont permis sa large 

utilisation en métabolomique. La MS à haute résolution offre plusieurs avantages dans les 

études métabolomiques car elle permet d’avoir des informations spécifiques sur la masse 

moléculaire (masse exacte et enrichissement isotopique) et la structure (fragmentation MS/MS) 

des métabolites. La sensibilité de la MS permet la mesure de concentrations en deçà du µM. 

Cependant de nombreux métabolites mis en évidence lors d’expériences métabolomiques n’ont 

pas encore été identifiés et cela constitue une limite majeure dans l’interprétation biologique 

des résultats. La MS peut être couplée à des méthodes séparatives: la chromatographie gazeuse 

(GC) et la chromatographie liquide (LC). 
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La chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) est une technique 

qui permet d’abord de séparer les molécules en fonction de leur température d’ébullition dans 

la colonne de chromatographie et ensuite de les détecter et de les quantifier avec le spectromètre 

de masse. C’est une technique assez sensible généralement associée à une source à ionisation 

par impact électronique ou par ionisation chimique. La principale limite de cette technique est 

qu’elle ne peut analyser que des métabolites volatiles et thermostables. Elle nécessite 

généralement une étape de préparation supplémentaire des échantillons (dérivation chimique) 

afin de rendre les métabolites plus volatiles. Ce traitement des échantillons est assez long et 

peut conduire à une perte de métabolites et une moins bonne reproductibilité des analyses. De 

plus la GC-MS ne permet pas d’observer des composés très polaires tels que les nucléotides 

(Lee et al. 2013). 

La chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) est aujourd’hui la 

technique la plus utilisée en métabolomique (Patti 2011) grâce aux nombreux types de colonnes 

existant pour couvrir une large gamme de métabolites. De plus la LC-MS permet de limiter la 

suppression d’ionisation, de séparer potentiellement des molécules isobares et des isomères par 

l’utilisation de colonnes adaptées (Bowers 1996). Par ailleurs elle nécessite peu de préparation 

d’échantillon comparé à la GC-MS. Un de ses avantages est l’utilisation de sources 

d’ionisations douces des composés permettant la détection de l’ion moléculaire. Les 

expériences de fragmentation de l’ion moléculaire (MS/MS, MSn) permettent de l’identifier ou 

sinon de le caractériser. On distingue plusieurs systèmes chromatographiques notamment la 

chromatographie liquide à haute (HPLC) ou ultra-haute pression (UHPLC) et des systèmes 

basés sur la chromatographie capillaire et la nano-chromatographie. 

IV.2.4. Traitement des données 

Le traitement des données brutes consiste en la détection automatique des informations 

spectrales et chromatographiques de l’ensemble des composés détectés dans l’intégralité des 

échantillons analysés. Il a pour but de convertir les signaux bruts en un format numérique 

contenant uniquement les informations analytiques pertinentes tout en évitant les biais et ceci 

en utilisant des logiciels dédiés. Ces logiciels permettent la détection des signaux de chaque 

échantillon, et leur réalignement. L’ensemble des signaux détectés est ensuite présenté sous une 

forme de tableau de données compatibles avec les logiciels d’analyse statistique : à chaque 

ligne, correspond une variable, c’est-à-dire un signal caractérisé par un temps de rétention (TR) 

et un rapport masse sur charge  (m/z)  pour la MS ou un déplacement chimique (ppm) pour la 
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RMN et à chaque colonne, l’intensité ou l’aire des pics chromatographiques (MS) ou spectraux 

(RMN) de chaque variable dans un échantillon donné.  

IV.2.4.1. RMN 1H 

Pour les traitements des spectres unidimensionnels (1D) en RMN, il existe deux stratégies 

généralement en fonction de l’approche métabolomique choisie (ciblée ou non ciblée) et aussi 

en fonction de la qualité des spectres obtenus. Dans les deux cas, les spectres acquis doivent 

dans un premier temps tous être phasés, la ligne de base corrigée puis les spectres calibrés et 

réalignés.  

La première stratégie consiste à découper manuellement l’ensemble des spectres après leur 

superposition en utilisant par exemple le logiciel AMIX viewer de chez Bruker. Cette méthode 

permet de sélectionner des zones spectrales correspondant aux métabolites d’intérêts tout en 

évitant les zones de bruits et du signal résiduel d’eau. Bien souvent le découpage se fait après 

l’identification des métabolites et donne des bandes spectrales appelés aussi « bucket » de 

tailles variables. Cette méthode est généralement utilisée pour les analyses ciblées. Cependant 

cette stratégie peut poser problème lorsqu’il s’agit d’échantillons très complexes avec des forts 

décalages des pics notamment à cause des variations de pH ou de force ionique dans les 

échantillons, c’est le cas par exemple des urines. 

La deuxième stratégie consiste donc à découper de manière automatique les spectres en 

« buckets » de tailles fixes, par exemple de 0,04 ppm. Cette méthode de traitement est adaptée 

pour les analyses non ciblée et nécessite un alignement rigoureux des spectres. Le logiciel 

AMIX viewer peut être utilisé mais pour des matrices très complexes comme les urines, 

d’autres logiciels proposant des algorithmes d’alignement des spectres peuvent être utilisés afin 

de résoudre les variations de déplacements chimiques. Le principal inconvénient du découpage 

fixe est une perte de résolution spectrale. En effet une bande spectrale de 0.04 ppm peut 

correspondre à un fragment de pic. En fonction de la partie du pic intégré dans la bande 

spectrale, cette méthode peut conduire à des biais dans l’intensité mesurée du pic. Une approche 

alternative est d’analyser les données en bandes spectrales variables définies par l’examinateur 

après l’alignement de tous les spectres (Vu et al. 2011) ou être définies automatiquement par 

des logiciels de « découpage intelligent » (De Meyer et al. 2008).  

L’identification des métabolites obtenus en 1H-RMN peut être faite en utilisant les bases des 

données, soit publiques telles que HMDB, BMRB (Biological Magnetic Resonance Bank) ou 

des données de la littérature, soit « faites maison » par une banque de données du laboratoire 

ou encore commerciales grâce au logiciel tel que Chenomx (http:/ http://www.chenomx.com/). 

http://www.chenomx.com/
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Un métabolite est considéré putativement identifié lorsque tous ses déplacements chimiques et 

les constantes de couplage correspondent à ceux de la molécule candidate. Afin d’approfondir 

l’étude structurale de certains métabolites inconnus, des expériences de RMN 

bidimensionnelles sont réalisées : COrrelation Spectroscopy (COSY) et Heteronuclear Single-

Quantum Correlation (HSQC) permettant de mettre en évidence les corrélations 1H-1H et 1H-

13C respectivement. Les métabolites identifiés sont confirmés par des ajouts ou «spiking» des 

métabolites standards.  

IV.2.4.2. LC-MS 

Pour le traitement des données obtenues par LC-MS, les logiciels gratuits de type MZmine ou 

XCMS (Smith et al. 2006) [acronyme de diverses formes (X) de la chromatographie (C) couplée 

à la spectrométrie de masse (MS) ] sont les plus couramment utilisés. Les fichiers LC-MS sont 

dans un premier temps convertis au format pris en charge par ces logiciels (par exemple 

mzXML pour le logiciel XCMS). L’analyse XCMS se décompose généralement en quatre 

parties : détection des pics et  filtres de bruit, l’alignement inter-échantillons, la correction des 

temps de rétention et enfin la complétion des données manquantes lorsqu’une variable est 

présente dans un grand nombre d’échantillons mais absente dans quelques-uns. A chaque 

couple m/z et TR est associée une intensité. Le traitement des données et l’identification des 

métabolites en LC-MS seront détaillés dans la revue que j’ai effectuée durant ma thèse (Madji 

Hounoum et al. 2016, en  page 94). 

IV.2.5. Normalisation des données 

La normalisation a pour objectif d’éliminer le plus de biais analytiques possibles (rendement 

d’extraction, les effets de suppression d’ions en LC-MS, etc) tout en conservant les variations 

biologiques. Ainsi il est primordial de choisir pour chaque technique analytique une méthode 

de normalisation adaptée. 

IV.2.5.1. RMN 1H 

Il existe plusieurs méthodes de normalisation en RMN. Parmi celles-ci notons la normalisation 

par quotient probabiliste qui a été spécialement développée pour pallier les effets de dilution 

dans les fluides biologiques. Le principe de cette méthode est de normaliser dans un premier 

temps chaque spectre par son intensité totale (pour pallier aux effets de dilution) puis de prendre 

le spectre médian comme spectre de référence. Ensuite l’aire de chaque pic du spectre est 

divisée par l’aire du pic correspondant du spectre de référence. Le quotient médian de tous les 
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quotients est déterminé et enfin tous les pics du spectre sont normalisés au quotient médian 

(Dieterle et al. 2006). En RMN les pics sont souvent normalisés par rapport à un standard 

externe de concentration connue comme le TSP ou à une molécule interne comme la créatinine 

ou par l’aire totale du spectre. Une revue récente a référencé les principales méthodes de 

traitement et de normalisation des spectres 1D en RMN (Euceda et al. 2015). 

IV.2.5.2. LC-MS 

En LC-MS les effets de suppression d’ions pourraient être dus en autre à l’encrassement de la 

source entrainant des diminutions de l’intensité du signal au sein d’une même analyse rendant 

ainsi délicat l’étape de normalisation des données. Il est donc primordial de corriger ces 

fluctuations des signaux afin qu’elles n’entravent pas l’interprétation des données. Ces 

fluctuations des signaux peuvent être évaluées par l’ajout des étalons internes (de structures 

similaires aux métabolites d’intérêts et idéalement marqués) dans tous les échantillons. Une 

autre alternative est l’utilisation des échantillons de contrôle qualité (QC, de l’anglais Quality 

Control). Pour une expérience, les QC sont en général un mélange de l’ensemble des 

échantillons analysés, ce qui permet d’avoir une bonne représentativité des échantillons. Afin 

de modéliser et de corriger le biais analytique de chaque métabolite, les QC sont injectés 

régulièrement au cours de la séquence d’acquisition. La littérature mentionne de 5 à 20 QC 

environ injectés au début de la séquence pour stabiliser le système puis un toutes les 10 

acquisitions. Cette méthode offre également la possibilité d’intégrer des données provenant de 

différentes séries analytiques (Dunn et al. 2011a).  

La dérive analytique des signaux (diminution de l’intensité du signal) dépend de la molécule 

étudiée, il est donc judicieux de corriger les données individuellement pour chaque molécule. 

Pour ce faire, la régression locale de type LOESS (de l’anglais Locally Estimated Scatterplot 

Smoothing) est généralement utilisée pour les données métabolomiques. Elle consiste à corriger 

l’intensité de chaque métabolite dans les échantillons en fonction de l’intensité de ce métabolite 

dans les QC passés au cours de la série d’analyse. La correction du signal pour chaque série 

d’analyse peut être évaluée par le calcul du coefficient de variation des QC ou encore de la 

baisse du signal au cours de l’analyse. Cependant, cette correction a ses limites et n’est vraiment 

efficace que sur les petites séries correspondant à 35-40h d’analyse. De plus elle nécessite 

d’injecter fréquemment des QC (tous les 4, 5 échantillons) pour une correction optimale du 

signal (Dunn et al. 2011a). 

La normalisation par les standards internes (avant l’extraction) ou externes (à la fin de 

l’extraction) est souvent utilisée en métabolomique. Cependant cette méthode de normalisation 
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n’est pas parfaite. En effet des métabolites élués en même temps que les standards peuvent 

influer leur ionisation à cause des phénomènes de suppression d’ions. Il s’agit du phénomène 

de «cross contribution» (Redestig et al. 2009). Il existe d’autres méthodes de normalisation 

telles que la normalisation à l’aire totale ou encore à la médiane de l’intensité du métabolite 

(Lee et al. 2012a). 

Toutefois, toutes ces méthodes de normalisation possèdent leurs avantages et leurs 

inconvénients. A ce jour, il n’existe pas de méthode de normalisation permettant d’éliminer 

100% de la variabilité analytique tout en gardant la variabilité biologique.  

IV.2.6. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont pour but de générer des empreintes métaboliques pertinentes et 

discriminantes entre plusieurs groupes d’échantillons. Deux types d’analyses statistiques sont 

utilisables, les analyses univariées et multivariées : 

IV.2.6.1. Analyses multivariées 

Les analyses multivariées permettent d’étudier simultanément un grand nombre de variables. 

Elles sont adaptées pour synthétiser et visualiser rapidement dans un espace réduit les nombreux 

signaux (métabolites) obtenus lors des analyses métabolomiques. En raison de la disparité en 

intensités, des variations inter-échantillons entre les variables étudiées et des fluctuations 

incontrôlées lors des analyses chimiques, les données exportées doivent être préalablement 

soumises à un procédé de prétraitement dit de « normalisation ».  Il convient de « centrer » les 

données (pour déplacer la distribution des valeurs autour de la valeur de 0 et non autour de la 

moyenne, c’est-à-dire retrancher l’intensité moyenne de la variable à l’intensité de la variable 

dans l’échantillon donné) et, si besoin, d’effectuer une mise à l'échelle (appelée scaling en 

anglais). Ceci se fait selon une mesure de distribution (par exemple en utilisant l'écart-type, on 

parle alors de réduction) ou une mesure de taille (comme l'utilisation de la moyenne ou du rang 

ou encore une « transformation » comme la transformation logarithmique).  

Lorsque l’on détecte X variables par observation (par exemple, X métabolites dans un 

échantillon), chaque observation est alors représentée par un point dans un espace à X 

dimensions. Cette multi-dimensionnalité est difficilement interprétable. L’intérêt des outils 

statistiques multivariés est de permettre de condenser l’information contenue dans les X 

variables en quelques variables latentes ou composantes principales en conservant au maximum 

la variabilité entre les variables originelles. Cela favorise considérablement l’interprétation des 

données. Les composantes principales sont classées en fonction de leur capacité à interpréter la 
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variance entre les variables. Ainsi la 1ère composante est celle qui explique la plus grande 

variance. La 2ème composante explique un pourcentage Y de la variance qui n’est pas expliquée 

par la 1ère et est orthogonale à cette dernière et ainsi de suite. Les deux, trois premières 

composantes permettent d’expliquer la majorité de la variance totale. Les échantillons sont donc 

représentés dans cet espace à 2, 3 dimensions (axes) qui est appelé « score plot ». Les 

échantillons sont regroupés en fonction de leur similarité ou séparés en fonction de leur 

différence. A partir de ce « score plot » il est possible de mettre en évidence les variables qui 

permettent de séparer ou de regrouper les variables. Il s’agit du « loading plot ». Ces variables 

se répartissent de part et d’autre du graphique par analogie aux échantillons qui les sur-

expriment ou sous-expriment, permettant ainsi de mettre en évidence des variables 

discriminantes. La  Figure 18 est tirée de la revue de Roux et al., (Roux et al. 2011) représente 

l’interprétation d’une matrice de données en analyses multivariées.  

 

 

Figure 18 : Analyses statistiques multivariées. Tiré de Roux et al. 2011 

Les échantillons peuvent contenir des informations Y qui peuvent être continues (par exemple 

le poids) ou discrètes (par exemple sain ou malade). Il existe deux types d’analyses statistiques 
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multivariées en fonction des questions que l’on se pose et des informations Y des échantillons 

dont on dispose :  

 Les analyses statistiques descriptives 

L’objectif est d’obtenir une vision globale des données, sans aucun a priori, afin de révéler la 

structure latente. La plus connue est l’analyse en composante principale (ACP). Elle permet de 

décrire les données et n’a pas besoin de l’information Y. Elle permet ainsi de décrire les 

variables et de mettre en évidence les variables prépondérantes dans la répartition spontanée 

des échantillons. 

 Les analyses statistiques explicatives et prédictives 

L’objectif est d’expliquer une ou plusieurs informations Y (continues ou discrètes) en fonction 

des variables explicatives X contenues dans les matrices de données. Parmi les méthodes 

explicatives nous avons la régression PLS (de l’anglais Partial Least Squares) ou régression des 

moindres carrés partiels ou encore OPLS (de l’anglais Orthogonal Partial Least Squares). Le 

but est de maximiser les corrélations entre les variables expliquées X et les variables à expliquer 

Y. Le but est de construire un modèle qui permet de maximiser la séparation entre les classes 

d’appartenance des observations. Il permet ainsi de mettre en évidence les métabolites qui 

permettent de séparer les groupes. Ces méthodes peuvent également être utilisées dans un but 

prédictif. Dans ce cas, le modèle construit à partir d’un jeu de données initiales peut également 

être utilisé pour expliquer un nouveau jeu de données. On cherche alors à tester la capacité 

prédictive du modèle en utilisant un jeu de données indépendant externe. 

L’OPLS-DA est une modification de la PLS-DA. Elle consiste à diviser la variance 

systématique des variables X en deux parties. La première est linéairement reliée à la classe Y 

et la seconde est indépendante (orthogonale) à Y. Seule la variation liée à Y est utilisée pour 

modéliser Y. L’OPLS-DA permet donc de séparer les variabilités inter-classe et intra-classe. 

Ce fractionnement de la variance a pour objectif de faciliter l’interprétation et l’application du 

modèle à de nouveaux échantillons.  

 Paramètres des modèles multivariés 

Chaque modèle multivarié est caractérisé par ses capacités à modéliser les variables. Ses 

capacités de modélisation sont données par les paramètres R2X, R2Y et Q2. 

L’ACP est caractérisée par les paramètres de R2X et Q2 alors que les modèles supervisés tels 

que l’OPLS-DA sont caractérisés par les paramètres de R2X, R2Y et Q2. 

Le paramètre R2X représente la variation des variables X qui est expliquée par le modèle. Si 

par exemple R2X=0,32, cela veut dire que 32% de la variabilité entre les variables X est 

expliquée par le modèle. Le paramètre R2Y représente la variabilité liée aux variables Y qui est 
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expliquée par le modèle. Et enfin le paramètre Q2 représente la part de variation des variables 

qui peut être prédit par le modèle. 

IV.2.6.2. Analyses univariées 

Les analyses statistiques univariées permettent d’analyser une à une les variables explicatives 

en fonction d’une métadonnée (concentration, ordre de passe, origine géographique…) sans 

tenir compte des interactions existant entre les variables contrairement aux analyses 

multivariées. Dans les études métabolomiques, ces analyses sont généralement faites en 

complément des analyses multivariées pour analyser individuellement les métabolites identifiés 

comme étant très discriminants dans les analyses multivariées. Elles permettent donc d’évaluer 

les altérations de ces métabolites dans un groupe d’échantillons par rapport à un autre et ainsi 

suivre à terme un biomarqueur et non un profil complet. Ces analyses aident également à la 

compréhension physiopathologique car elles permettent de sortir un groupe de métabolites 

significativement modifiés avec un certain seuil de taux de modification et les intégrer dans des 

voies métaboliques afin d’émettre des hypothèses mécanistiques.  

IV.3. Etudes métabolomiques dans la SLA 

Lors de ma thèse, j’ai contribué à réaliser une revue de la littérature permettant d’avoir une vue 

d’ensemble des études concernant cette pathologie (Blasco H., Patin F., Madji Hounoum B., et 

al 2016). Comme pour la majorité des études dans le domaine de la santé, les principaux 

objectifs de l'approche métabolomique dans la SLA sont : (i) d'améliorer la précision du 

diagnostic, (ii) de caractériser le phénotype, (iii) d'améliorer la compréhension de la 

physiopathologie et (iv) de caractériser les effets métaboliques des traitements. Une des 

perspective les plus prometteuses est l’utilisation de la métabolomique dans les essais 

thérapeutiques afin d’améliorer la méthodologie de ces essais par l’apport de cette discipline en 

expansion qu’est la « pharmacométabolomique ». 

À ce jour, neuf articles ont rapporté des études métabolomiques réalisées chez les patients SLA 

et quelques études pathophysiologiques et des effets des médicaments chez les patients ou les 

modèles de la SLA. Ces différentes études ouvrent les perspectives de découverte de 

biomarqueurs spécifiques, qui permettraient d’approfondir les connaissances des voies 

physiopathologiques impliquées dans la maladie et permettre l’identification de cibles 

thérapeutiques (Blasco et al. 2010; Blasco et al. 2013; Blasco et al. 2016a; Lawton et al. 2014). 

Ces biomarqueurs pourraient aider au diagnostic précoce et au pronostic de la maladie, ce qui 
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permettrait une prise en charge précoce des patients dit « à risque » de développer une SLA 

avant l’apparition des premiers symptômes (Blasco et al. 2014a; Blasco et al. 2016d; Turner et 

al. 2013a; Turner et al. 2009).  

Différents marqueurs biologiques ont été identifiés dans la SLA par des études 

métabolomiques, notamment le glutamate (Blasco et al. 2013; Wuolikainen et al. 2011) et de 

nombreux autres métabolites (listés dans la revue ci-dessous) (Blasco et al. 2016c; Lawton et 

al. 2014; Wuolikainen et al. 2016). Ces biomarqueurs ont permis d’identifier des voies 

métaboliques altérées dans la SLA et de construire les réseaux métaboliques impliqués dans la 

pathogénèse de la maladie. Cependant, aucun marqueur biologique n’est utilisé en pratique de 

routine à ce jour, principalement à cause de l'hétérogénéité de la maladie et l'absence de 

méthodologie standardisée appliquée à la recherche de biomarqueurs. De ce fait, les marqueurs 

trouvés ne sont pas toujours les mêmes d’une étude à une autre mais ils convergent vers les 

mêmes voies physiopathologiques. De manière générale, en plus de l’hétérogénéité des 

méthodes analytiques, les études sont réalisées par site sur des petites cohortes et ne sont donc 

pas forcement représentatives de la population SLA et nécessiteraient une validation des 

résultats par une cohorte externe. L’ensemble de ces manques font que les résultats d’une étude 

à un instant donné ne sont pas transposables à une autre. Une standardisation des méthodes et 

la mise en place d’un consortium sont primordiales pour améliorer l’apport de la 

métabolomique dans les études sur la SLA.  
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IV.4. L’analyse métabolomique des cultures cellulaires 

L’approche métabolomique dans des modèles cellulaires a émergé comme un outil prometteur 

avec des applications potentielles dans de nombreux domaines de la biotechnologie et de la 

recherche. Une étude métabolomique comprend classiquement quatre principales étapes : (i) 

conception expérimentale, (ii) collection et préparation des échantillons, (iii) analyse des 

échantillons, et (iv) traitement des données. Alors que ces étapes sont relativement standards 

pour la plupart des matrices biologiques, l’application de la métabolomique à l’étude des 

cellules implique des traitements spécifiques des échantillons. Parmi eux, la fixation 

«quenching» du métabolisme, l’extraction des métabolites et la préparation des échantillons en 

vue d’une analyse métabolomique sont des étapes délicates et indispensables qui vont 

conditionner la faisabilité de l’analyse, la reproductibilité du profil métabolique et la fiabilité 

de l’interprétation biologique des données.  

Lors de ma thèse, j’ai effectué une revue de la littérature permettant de faire une synthèse des 

différentes méthodologies d’études métabolomiques sur des cultures cellulaires et de discuter 

des avantages et des limites de cette approche (Madji Hounoum et al. 2016a). Le métabolome 

cellulaire peut être classé en deux catégories : l’endométabolome qui regroupe tous les 

métabolites intracellulaires et l’exométabolome qui constitue l’ensemble des métabolites 

secrétés ou présents dans le milieu extracellulaire (Dunn et al. 2011c). La présence ou l’absence, 

et les concentrations relatives des métabolites dans les échantillons cellulaires pourraient être 

considérées comme les indicateurs phénotypiques des cellules. Ainsi, l'analyse métabolomique 

des cellules s’est révélée comme une approche importante dans l'étude de la biochimie cellulaire 

et la physiopathologie de certaines maladies. La chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse (LC-MS) est devenue l’outil analytique privilégié pour ces types 

d’études, en raison de sa capacité à détecter une large gamme de concentration et de polarité de 

petites molécules (Gika et al. 2014).  

La validité et la robustesse de l’interprétation biologique des données issues d’une étude 

métabolomique sur culture cellulaire dépendent principalement de la démarche expérimentale 

et de la méthodologie de préparation. Ces différents processus doivent être conçus, choisis de 

manière à permettre une couverture métabolique la plus large, à générer des données fiables et 

reproductibles, et avec la possibilité d'analyser un grand nombre d'échantillons.  
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Objectif 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est caractérisée par une hétérogénéité 

phénotypique, sous tendue par plusieurs mécanismes physiopathologiques (excitotoxicité au 

glutamate, stress oxydant, dysfonction mitochondriale, altération du métabolisme etc…) 

conduisant à la mort sélective des motoneurones. Malgré les nombreuses découvertes 

(l’identification des facteurs génétiques, des voies physiopathologiques…) et les avancées 

technologiques, l’étiologie de la maladie reste encore inconnue. Aucun biomarqueur biologique 

de diagnostic, ni de pronostique fiable n'a été identifié à ce jour. La SLA reste malheureusement 

incurable, seul le riluzole, un anti-glutamatergique est autorisé pour le traitement. Il est capable 

de ralentir la progression de la SLA, mais toutefois, il n’augmenterait que très peu la durée de 

survie. Outre son rôle de neurotransmetteur, le glutamate semble jouer un rôle primordial dans 

les anomalies du métabolisme énergétique cérébral décrites dans la pathogénèse de la SLA. 

Devant ces incertitudes sur les mécanismes physiopathologiques impliqués dans cette maladie 

et de leurs liens, devant les multiples échecs thérapeutiques, de nouvelles approches intégratives 

d’exploration de la pathogénèse de cette maladie doivent être développées. 

Ainsi, l’objectif de ce travail de thèse a été d’approfondir la connaissance des mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la SLA, en particulier les altérations du métabolisme 

énergétique cérébral induites par le glutamate au niveau cellulaire en utilisant une approche 

métabolomique.  

Nous avons dans un premier temps développé la méthodologie d’analyse métabolomique de 

cultures cellulaires. Nous avons mis au point les différentes méthodes de préparation et 

d’analyse du métabolome cellulaire par spectroscopie par résonance magnétique (RMN), par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS) et 

par chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS).  

Dans un deuxième temps, nous avons évalué du point de vue moléculaire et cellulaire la 

pertinence d’une lignée cellulaire hybride NSC-34 (issue de la fusion de motoneurones et des 

cellules du neuroblastome) comme modèle in vitro d’étude de l’excitotoxicité pour s’en servir 

par la suite comme modèle d’étude.  

Enfin, nous avons mis au point un modèle de co-culture à partir des cultures primaires de 

motonoreunes et des astrocytes et nous avons ensuite utilisé l’approche métabolomique pour 

étudier les altérations métaboliques pouvant se produire dans les astrocytes dans des conditions 

associées à la SLA.  
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I. Résumé de l’étude 

Cette partie du travail de thèse a pour objectif de mettre au point la méthodologie adéquate de 

préparation des échantillons cellulaires en fonction de ces trois techniques complémentaires : 

RMN, LC-HRMS et GC-MS et d’optimiser les méthodes d’analyse de chacune d’entre elles. 

Pour ce faire nous avons utilisé les cellules adhérentes NSC-34. Nous avons donc optimisé les 

principales étapes de la préparation des échantillons cellulaires pour les analyses 

métabolomiques, notamment la fixation des cellules « quenching », et l’extraction des 

métabolites. De plus, nous avons optimisé la dérivation des métabolites pour les analyses en 

GC-MS. 

Nous avons dans un premier temps évalué par RMN 1H trois méthodes de « quenching » : deux 

avec du méthanol à -20°C, et -40°C vs sans méthanol à -80°C et quatre méthodes différentes 

d’extraction dont deux monophasiques (méthanol/ eau et acétonitrile/ eau) et deux diphasiques 

(dichlorométhane/méthanol/eau, et dichlorométhane/acétonitrile/eau). Les critères 

d’évaluations de ces méthodes étaient  basés sur le nombre de métabolites extraits et la 

reproductibilité de la méthode en calculant la déviation standard relative de ces métabolites. 

Pour l’analyse par GC-MS, nous avons évalué quatre méthodes de dérivation des métabolites 

dont trois composées d’une étape d’oximation (3h à température ambiante, 2h à 60°C et 1h à 

60°C) suivie d’une étape de silylation (1h à 60°C) et une quatrième méthode composée 

uniquement de l’étape de silylation. En utilisant une colonne C18, nous avons également évalué 

cinq gradients d’élution différents pour l’analyse en LC-HRMS, dont trois utilisent comme 

solvants d’élution du méthanol/eau et les deux autres de l’acétonitrile/eau. Afin de juger les 

performances de ces différents gradients d’élution, nous avons analysé les paramètres suivants 

: qualité du chromatogramme (signal/bruit), nombre de pics détectés et la reproductibilité sur 

la base du coefficient de variation (CV) des pics. 

Cette partie de travail de thèse a fait l’objet d’une publication scientifique présentée ci-dessous.  

 

Madji Hounoum Blandine et al “Analytical methodology for study of adherent 

mammalian cell metabolomics using NMR, GC-MS and LC-HRMS” Analytical and 

Bioanalytical Chemistry, (2015) 407, pp.8861-8872 

Informations supplémentaires en annexe 2  
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II. Discussion & conclusion 

La préparation des cultures cellulaires pour les études métabolomiques représente un défi 

considérable dans le développement des méthodologies d’analyse. Le « quenching » est une 

étape primordiale car elle consiste à inactiver les enzymes permettant ainsi d’obtenir une 

empreinte métabolique la plus proche possible de l’état physiologique de la cellule à un instant 

donné. L’extraction a pour objectif de perméabiliser la cellule et d’en extraire les métabolites 

avec des solvants appropriés. De ce fait, l’analyse des cellules adhérentes est fortement 

dépendante des méthodes de « quenching » et d’extaction choisies. Le choix de la technique 

analytique est primordial et dépend de la qualité et de la quantité du matériel biologique à 

analyser et également des objectifs fixés pour l’étude, d’où l’intérêt de mettre au point et de 

standardiser toute la méthodologie pour assurer la reproductibilité et la fiabilité de 

l’interprétation biologique des données obtenues. 

Dans cette étude, nous avons utilisé des cellules adhérentes et avons montré que le 

« quenching » avec du méthanol à -40°C avec une extraction diphasique CH2Cl2/MeOH/H2O 

(3 :3 :2) permet d’obtenir une empreinte métabolique intracellulaire fiable et reproductible (CV 

< 5% pour 52%  des signaux et 27 métabolites identifiés en RMN 1H). Pour l’analyse GC-MS, 

l’oximation à 60°C pendant 2h suivie de la silylation apporte un meilleur rendement de 

dérivation des métabolites (CV moyen = 6,6% pour 73 métabolites). Nous avons optimisé la 

méthode d’analyse (gradient et solvant d’élution, la stabilisation du système) en LC-HRMS 

pour le métabolome cellulaire. Nous avons donc obtenu 1009 et 588 signaux en mode 

d’ionisation positive et négative, respectivement, avec 87 et 97% des signaux, respectivement, 

présentant un CV < 20%.  

Cette partie du travail nous a permis de choisir sur des critères de reproductibilité et de nombre 

de métabolites extraits, les méthodes de préparation des cellules adhérentes les plus appropriées 

pour la suite de notre projet. 
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I. Résumé de l’étude 

La lignée cellulaire hybride NSC-34, est issue de la fusion des motoneurones de la moelle 

épinière et des cellules du neuroblastome N18TG2. Elle est couramment utilisée comme modèle 

cellulaire dans les études des mécanismes physiopathologiques de la SLA et a été initialement 

décrite comme possédant la plupart des propriétés morphologiques et physiologiques des 

motoneurones (Cashman et al. 1992) lorsqu'elle est soumise aux protocoles de différenciation 

et de maturation (Benkler et al. 2013; Eggett et al. 2000). Cependant, la réponse physiologique 

des NSC-34 au glutamate comparée à celle des motoneurones est très peu décrite.  

Dans cette étude, nous avons évalué la pertinence des NSC-34 différenciée (NSC-34D) comme 

modèle in vitro d’étude de l’excitotoxicité induite par le glutamate, afin de l’utiliser comme 

modèle dans notre étude de l’altération du métabolisme associée à la SLA. Pour ce faire, nous 

avons dans un premier temps différencié les NSC-34 en réduisant la quantité du sérum dans le 

milieu de culture et en utilisant ou pas un agent de différenciation : l’acide trans-rétinoïque. 

Nous avons évalué ensuite l’expression des récepteurs du glutamate et leur fonctionnalité via 

le flux calcique. Nous avons comparé pour la première fois les NSC-34 (en utilisant différents 

protocoles de différenciation) comme modèle d’étude de l’excitotoxicité aux motoneurones 

(cellules de référence). 

Cette partie de travail de thèse a fait l’objet d’une publication scientifique présentée ci-dessous.  

 

Madji Hounoum Blandine et al. “NSC-34 motor neuron-like cells are unsuitable 

as experimental model for glutamate-mediated excitotoxicity” Frontiers in 

Molecular Neuroscience, (2016)10:11, pp118  

Informations supplémentaires en annexe 3  

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire « Nutrition, croissance, cancer » 

Inserm U1069 de Tours. 

  



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

145 

 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

146 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

147 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

148 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

149 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

150 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

151 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

152 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

153 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

154 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

155 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

156 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

157 

 

 



Partie II : Evaluation des caractéristiques motoneuronales des cellules NSC-34 

158 

 

II. Discussion & conclusion 

Pour explorer les mécanismes de l’excitotoxicité dans la pathogénèse de la SLA, plusieurs 

études in vitro utilisent soit les motoneurones primaires (Dolga et al. 2011; Kruman et al. 1999; 

Van Den Bosch et al. 2000) soit les lignées cellulaires (Benkler et al. 2013; Liu et al. 2015). 

L’avantage des cultures primaires est qu’elles présentent un développement morphologique et 

physiologique similaire qu’en in situ. Cependant dû à la complexité de la culture des 

motoneurones primaires et leur très faible rendement, les lignées cellulaires sont régulièrement 

utilisées comme modèle in vitro dans les études de la physiopathologie de la SLA. Parmi les 

différentes lignées cellulaires couramment utilisées, les cellules NSC-34 sont les plus utilisées 

car elles sont considérées comme étant la lignée motoneuronale la plus stable. En effet 

beaucoup d’études ont montré que la différenciation des  NSC-34 entraîne un phénotype très 

semblable à celui des motoneurones (Eggett et al. 2000; Hemendinger et al. 2012; Maier et al. 

2013).  

Du fait de leur origine cancéreuse, les NSC-34 se multiplient assez rapidement et permettent 

ainsi d’avoir un grand nombre de cellules en très peu de temps. Ce caractère prolifératif des 

cellules NSC-34 est intéressant pour notre étude métabolomique car les techniques d’analyse 

nécessitent un très grand nombre de cellules (5.106 cellules pour la RMN 1H et 250 000 cellules 

pour la LC-HRMS). L’objectif de cette étude était d’évaluer la pertinence de ces cellules NSC-

34 comme modèle des motoneurones dans notre étude métabolomique associée à 

l’excitotoxicité. Cette étape de validation du modèle est primordiale pour juger de la pertinence 

des résultats, et elle nécessite donc d’évaluer dans ce modèle les propriétés biochimiques et 

électrophysiologiques des motoneurones ciblées par le glutamate, telles que les récepteurs du 

glutamate et le flux calcique. Nous avons comparé pour la première fois dans la même étude 

les cellules NSC-34 et les motoneurones comme modèle in vitro pour étudier l’excitotoxicité.  

Nous avons montré que malgré les nombreuses propriétés motoneuronales que peuvent 

présenter les cellules NSC-34 différenciées (NSC-34D) (Cashman et al. 1992; Maier et al. 

2013), le profil des transcrits des sous unités des récepteurs du glutamate des NSC-34D était 

différent de celui des motoneurones primaires. Nous avons montré que les NSC-34D sont 

beaucoup moins sensibles au glutamate et présentaient un faible flux calcique contrairement 

aux motoneurones primaires. Nous supposons que ces différences de sensibilité au glutamate 

et de flux calcique entre les NSC-34D et les motoneurones primaires seraient dues à la différence 

des profils des transcrits des sous unités des récepteurs du glutamate observés, car certaines 
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sous unités sont exprimées en très faible quantité (GluR1-4) et d’autres complètement absentes 

(GluN2B, GluN2C et GluN3A) dans les NSC-34D  contrairement aux motoneurones primaires 

qui expriment la totalité des sous unités des récepteurs. Tous ces résultats associés à 

l’hétérogénéité des cultures différenciées, nous amènent à suggérer que la lignée cellulaire 

NSC-34 n’est pas appropriée comme modèle in vitro pour étudier l'excitotoxicité induite par le 

glutamate. Cette conclusion est renforcée par des précédentes études qui avaient montré que les 

cellules NSC-34 ne présentaient pas toutes les propriétés requises pour son utilisation comme 

modèle in vitro de l’excitotoxicité induite par le glutamate (Durham et al. 1993; Hemendinger 

et al. 2012). 

L’idéale pour un modèle d’étude serait d’avoir une structure histologique préservée comme par 

exemple les cultures de tissus de moelle épinière qui ont l’avantage d’avoir les connections 

synaptiques, l’interaction neurone-glie et de reproduire au plus près possible les propriétés 

structurales et fonctionnelles observées in situ. Cependant, les cultures primaires de 

motoneurones pourraient être utilisées pour étudier les caractéristiques spécifiques de la 

maladie au niveau cellulaire. Dans notre étude, bien que les cultures primaires de motoneurones 

ne soient pas les meilleurs modèles, nous suggérons que leur utilisation serait plus appropriée 

que celle des NSC-34 pour l’étude in vitro des mécanismes de l’excitotoxicité induite par le 

glutamate dans la SLA et les autres maladies des motoneurones. Toutefois il a également été 

montré que les cellules NSC-34 seraient un bon modèle pour étudier d’autres mécanismes 

physiopathologiques de la SLA tels que le stress oxydant et l’agrégation protéique (Dangoumau 

et al. 2014; Kanjilal et al. 2014; Veyrat-Durebex et al. 2015). Nous recommandons l'utilisation 

de cultures primaires de motoneurones au lieu des cellules NSC-34 pour explorer in vitro la 

pathogenèse liée à l'excitotoxicité dans la SLA et dans les autres maladies des motoneurones. 

 

Au vu de la conclusion de cette étude, nous avons décidé d’utiliser les motoneurones primaires 

(malgré la complexité de leur culture) pour notre projet d’étude des altérations du métabolisme 

induite par l’excitotoxicité dans la SLA par l’approche métabolomique. 
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I. Résumé de l’étude 

La mort sélective des motoneurones dans la sclérose latérale amyotrophique (SLA) nécessite la 

contribution des cellules non neuronales notamment les astrocytes. Afin de mieux comprendre 

la contribution de ces astrocytes dans la dysfonction du métabolisme énergétique cérébrale 

décrite dans la SLA, nous avons utilisé l’approche métabolomique pour explorer les empreintes 

métaboliques des astrocytes primaires dans des conditions associées à la SLA telles que 

l’expression de la mutation SOD1G93A, la présence des motoneurones et l’exposition au 

glutamate. Pour ce faire, nous avons utilisé la chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS) pour analyser le métabolome 

intracellulaire et la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN 1H) pour 

l’analyse du métabolome extracellulaire.  

Nous avons comparé les profiles métaboliques des astrocytes SOD1G93A en monoculture et en 

co-culture aves les motoneurones sauvages afin de mettre en évidence les altérations 

métaboliques induites par la présence des motoneurones.  

Ensuite, nous avons étudié l’impact du glutamate sur le métabolisme des astrocytes portant ou 

pas la mutation SOD1G93A et en co-culture avec des motoneurones sauvages, afin de mettre en 

lumière la réponse métabolique des astrocytes au glutamate en condition physiologique et 

pathologique. Nous avons observé que la réponse des astrocytes au glutamate est dépendante 

de leur contexte génétique.  

Enfin, nous avons étudié l’effet cumulé de l’expression de la mutation SOD1G93A, de la présence 

en co-culture des motoneurones sauvages et l’exposition au glutamate sur le métabolisme des 

astrocytes. Pour ce faire nous avons comparé les empreintes métaboliques des astrocytes dans 

les conditions associées à la SLA (citées ci-dessus) à celles des astrocytes sauvages en co-

culture avec des motoneurones sauvages et non exposés au glutamate (condition contrôle). 

Nous avons révélé d’importantes modifications des métabolites dans les astrocytes induites par 

l’effet cumulé des conditions associées à la SLA.  

Grâce à l’approche métabolomique, cette étude contribue à la compréhension des altérations 

métaboliques dans les astrocytes dans les conditions associées à la SLA, elle donne un aperçu 

des interactions métaboliques astrocyte-motoneurone et permet d’appréhender de nouvelles 

cibles thérapeutiques dans la voie du métabolisme énergétique.  
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Madji Hounoum Blandine et al. “Wildtype motoneurons, ALS-linked SOD1 

mutation and glutamate profoundly modify astrocytes metabolism and lactate 

shuttling” Soumis à Glia 

Informations supplémentaires en annexe 5 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’institut de Neuroscience de Montpellier, 

INSERM U1051, Montpellier. 
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Abstract 

The selective degeneration of motoneuron that typifies amyotrophic lateral sclerosis (ALS), 

implicates non-cell-autonomous effects of astrocytes. However, the mechanisms underlying 

astrocyte-mediated neurotoxicity remain largely unknown. According to the determinant role 

of astrocyte metabolism in supporting neuronal function, we propose to explore the 

metabolic status of astrocytes exposed to ALS-associated conditions, using metabolomics 

approach. We found a significant metabolic dysregulation including purine, pyrimidine, lysine 

and glycerophospholipid metabolism pathways in astrocytes expressing an ALS-causing 

mutated superoxide dismutase-1 (SOD1) when co-cultured with wildtype motoneurons. SOD1 

astrocytes exposed to glutamate revealed a significant modification of astrocyte metabolic 

fingerprint. More importantly, we observed that SOD1 mutation and glutamate impact the 

cellular shuttling of lactate between astrocytes and motoneurons with a decreased extra- and 

intra-cellular lactate levels in astrocytes. Based on the emergent strategy of metabolomics, 

this work provides novel insight for understanding the metabolic dysfunction of astrocytes in 

ALS conditions and opens perspective of therapeutics targets through focus on these 

metabolic ways 

 

Keywords: Metabolomics, excitotoxicity, NMR, LC-HRMS, co-culture, in vitro model, cross-talk
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INTRODUCTION 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a late-onset neurodegenerative disease that 

predominantly affects survival of upper and lower motoneurons (Geser et al. 2008). Astrocyte 

and microglia activation as well as skeletal muscle atrophy, are other typical hallmarks of the 

disease. Approximately 90% of ALS cases are sporadic (sALS), with the remaining 10 % being 

inherited familial ALS (fALS). About 10 to 20 % (1 %-2 % of total) of fALS cases are linked to 

various dominantly inherited mutations in the gene encoding the superoxide dismutase 1 

(SOD1) (Rosen 1993). A wealth of studies have demonstrated that non-cell-autonomous 

effects of SOD1 contribute to the pathogenic process (Ilieva et al. 2009). Notably, a strong 

astroglial reaction precedes motoneuron death and is proposed to actively contribute to the 

degenerative process (Di Giorgio et al. 2007; Ilieva et al. 2009). However, few is known about 

the mechanisms implicated in astrocyte dysfunction and subsequent motoneuron 

degeneration. Non-cell-autonomous toxicity of SOD1 mutant in astrocytes implicates the 

release of factors or cell-contact mechanisms that can trigger death of motoneurons 

(Aebischer et al. 2011; Almad et al. 2016; Bowerman et al. 2015; Rojas et al. 2014). Astrocytes 

also play a crucial role in the survival and function of motoneurons through numerous aspects, 

such as maintenance of synaptic glutamate homeostasis and modulation of neuronal 

susceptibility to glutamate excitotoxicity, or lactate-mediated metabolic coupling. Thus, it 

suggests that additional mechanisms consecutive to the dysfunction of astrocyte might also 

contribute to the astrocytic neurotoxicity towards motoneurons (Castro et al. 2009; Staats and 

Van Den Bosch 2009; Van Den Bosch and Robberecht 2008). 

Excess of glutamate appears to drive excitotoxicity through abnormal flow of calcium ions into 

neurons that may activates multiple enzyme cascades (phospholipases, endonucleases, 
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proteases…) damaging components of the cytoskeleton, cells membrane, mitochondria, and 

DNA, leading to neuron death. This glutamate-induced excitotoxicity represents one of the 

prominent pathophysiological hypothesis of ALS (Blasco et al. 2014b; Heath and Shaw 2002). 

Excitatory ami-noacid transporter in astrocytes (EAAT2) plays a major role in keeping 

extracellular glutamate concentration below neurotoxic levels. Neuronal excitotoxicity in ALS 

has been associated with loss of EAAT2 protein and function (Rothstein et al. 1995). 

Consistently, the only therapeutic agent approved in ALS is riluzole, an anti-glutamatergic 

agent (Bensimon  et al. 1994). 

Metabolic alteration is a prominent feature of ALS pathogenesis (Dupuis et al. 2011), and we 

hypothesize that glutamate might plays a decisive role by disturbing the metabolic coupling 

between astrocytes and motoneurons. Metabolomics (Dunn et al. 2011b; Madji Hounoum et 

al. 2016a; Nicholson et al. 2002) may represent a pertinent approach to further understand 

the pathophysiological mechanisms that underly motoneuron degeneration in ALS. 

The aim of this work was to determine the metabolic changes that take place in astrocytes 

expressing a SOD1 mutation, co-cultured with wildtype motoneurons and after exposed to 

glutamate. We used liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry 

(LC-HRMS) to determine intracellular metabolic profiles, and nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (NMR) to analyze the extracellular medium. We assessed metabolic profiles of 

astrocytes in three conditions explained below: 

1- Metabolomics profiles analysis of SOD1G93A astrocytes in mono- and co-culture with 

wildtype motoneurons to reveal the main changes of metabolism induced by the 

presence of motoneurons; 
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2- Metabolomics profiles analysis of cells in co-culture to explore the impact of 

glutamate exposure on the metabolism of astrocytes expressing (or not) mutated 

SOD1; 

3- Metabolomics profiles analysis of cells in co-culture under both, glutamate exposure 

and mutant SOD1 expression in astrocytes, and comparison with profiles of cells in 

co-culture under control condition (wildtype astrocyte-motorneuron co-cultures).  

MATERIALS AND METHODS 

Animals 

All animal experiments were approved by the national ethics committee on animal 

experimentation, and were performed in compliance with national directives for the care and 

use of laboratory animals. Wildtype and transgenic SOD1G93A mice were obtained from 

Jackson laboratory. SOD1G93A mice were maintained as hemizygotes by crossing transgenic 

males with non-transgenic females of the same C57BL/6 genetic background. Progeny were 

genotyped by polymerase chain reaction (PCR) as previously described (Raoul et al. 2002).  

Primary astrocyte cell cultures 

Primary cultures of spinal astrocytes were prepared from transgenic SOD1G93A newborn mice 

(2-3 days of age) and their non-transgenic littermates as previously described (Aebischer et al. 

2011). Each spinal cord was treated individually and pups screened for SOD1 transgene using 

PCR (Aebischer et al. 2011). Briefly, following trypsin treatment, cells were mechanically 

dissociated and after centrifugation, cells were seeded in DMEM containing 10% fetal bovine 

serum and 1% penicillin/streptomycin at 37°C, 7.5% CO2 (3-4 spinal cords of each genotype 

were seeded in T75 flask). Isolated astrocytes were then grown to confluence and separated 

from contaminating microglia through shaking. Cells were then split and plated onto 6-well 
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transwell® system with 0.4 μm pore polycarbonate membrane insert (Corning) at the density 

of 100, 000 cells per well. 

Primary motorneuron preparations and separated co-cultures  

Primary motoneuron cultures were established from spinal cords of C57BL/6 mice at 

embryonic day 12.5. Motoneuron enrichment was performed by mechanical dissociation after 

trypsin treatment, followed by iodixanol (Sigma-Alrich) density gradient as previously 

described (Madji Hounoum et al. 2016c; Raoul et al. 2002). The motoneuron-enriched fraction 

was seeded onto poly-ornithine/laminin-treated 6-well plates at the density of 15, 000 cells 

per well in the presence of neurotrophic factors (0.1 ng/ml GDNF, 1 ng/ml BDNF, and 10 ng/ml 

CNTF) in supplemented neurobasal medium (Invitrogen). Supplemented neurobasal medium 

contained 2% horse serum, 0.5% penicillin/streptomycin, 25 µM L-glutamate, 25 µM β-

mercaptoethanol, 0.5 mM L-glutamine, and 2% B-27 supplement (Life Technologies). 

Motoneurons were plated in triplicate for each culture condition. Cells were maintained at 

37°C, 7.5% CO2 for 8 days before performing co-culture by inserting transwells containing 

astrocytes (Figure 1).  

Astrocytes were either cultured in the presence (co-cultures) or absence (mono-cultures) of 

wildtype motoneurons, which were physically separated using a transwell system (Figure 1). 

Glutamate treatment and cell sampling 

After 48 h of co-culturing, glutamate (Sigma Aldrich) was added in culture medium at the final 

concentration of 100 µM, the dose of glutamate that leads to excitotoxicity (Madji Hounoum 

et al. 2016c) while control cells were treated with the same volume of PBS. Co-culture and 

mono-culture cells were exposed to glutamate over the night. Transwells containing 

astrocytes were then removed to allow harvesting of astrocytes. 
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Before cell sampling for LC-HRMS analysis, 1 mL of culture media was removed and 

centrifuged (16,000g, 10 minutes). The supernatants were stored at –80 °C until their 

preparation for 1H-NMR analysis.  

1H-NMR analysis 

500 μL of ice-cold methanol was added to 250 μL of culture media. The mixture was vigorously 

agitated for 20 s, left at −20 °C for 15 min, agitated again under the same conditions, and 

centrifuged at 16,000g for 5 min. Then 700 μL of supernatant was evaporated using a 

SpeedVac Concentrator (ThermoScientific). The dried culture media were reconstituted with 

208 µL of 0.2 M potassium phosphate buffered deuterium oxide (D2O) (pH=7.4 ± 0.5) with 123 

µM of 3-trimethylsilylpropionic acid (TSP) as an external reference. The solution was vortexed 

briefly, and centrifuged at 10,000g for 15 min at 4 °C. The supernatant was transferred to 3 

mm NMR tubes for 1H-NMR analysis. 

1H-NMR spectra were acquired at 298 K on a Bruker Ascend 600 MHz spectrometer (Bruker, 

Sadis, Wissembourg, France), equipped with a TCI cryoprobe. Standard 1H-NMR spectra were 

acquired using a “noesypr1d" pulse sequence with a relaxation delay of 20 s, and a mixing 

time of 10 ms. Water suppression was achieved by presaturation during the relaxation delay 

and mixing time. 1H-spectra were collected with 32 transients (and 8 dummy scans) into 64 k 

data points with a spectral width of 7500 Hz.  

LC-HRMS analysis 

Sample preparation and analysis were performed as described previously (Madji Hounoum et 

al. 2015). Briefly, metabolism was quenched with 1 ml of cold methanol at - 40°C and 1 mL of 

cold water was added to the cell suspension for metabolites extraction. Then, the samples 

were centrifuged at 15,000g for 10 min at 4°C, the supernatant was evaporated, the dry 

residue was dissolved by 50 µL of methanol/water (50:50 v/v), and 10 µL were injected into 
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the LC-HRMS system. LC-HRMS analysis was performed on a UPLC Ultimate WPS-3000 system 

(Dionex, Germany), coupled to a Q-Exactive mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, 

Bremen, Germany) and operated in positive (ESI+) and negative (ESI−) electrospray ionization 

modes (one run for each mode).  

Data processing 

NMR spectra were processed as previously described (Madji Hounoum et al. 2015).Briefly, 

spectra were processed using Topspin version 2.1 software (Bruker Daltonik, Karlsruhe, 

Germany). Each 1H-NMR spectrum within a range of 0.8–9.4 ppm (excluding only the water 

region, δ=4.67–5.0 ppm) was then reduced to 71 buckets of variable width (from 0.01 to 0.15 

ppm) using AMIX software (Analysis of MIXture, version 3.9.2, Bruker, Karlsruhe, Germany). 

Spectral intensities were scaled to the internal reference regions corresponding to TSP (-0.03 

- 0.03ppm) trimethylsilyl propionate region. Spectra annotations were performed using 

Chenomx 7.1 software (Chenomx Inc, Edmonton, Canada), and in house data base and HMDB. 

For the LC-HRMS analysis, a library of standard compounds (Mass Spectroscopy Metabolite 

Library of standards MSML®, IROA Technologies™) were analyzed with the same gradient of 

mobile phases and in the same conditions than those used to analyze metabolites extracted 

from cells. In order to validate the identity of each detected metabolite, several criteria were 

required: (1) the retention time of the metabolite detected must be within ± 20 s of the 

standard reference, (2) the measured molecular exact mass of the metabolite must be within 

10 ppm of the known mass of the reference compound, and (3) the isotope ratios of the 

metabolite must match the standard reference. The signal was calculated using Xcalibur® 

software (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA) by integrating selected ion chromatographic 

peak area. The data output provides only metabolites for which standard compounds have 

been analyzed. The metabolites identified after positive and negative electro spray ionization 
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(ESI) mode analysis were combined to provide a non-redundant list of metabolites useful for 

multivariate analysis. Metabolites with relative standard deviation (RSD) in control quality 

(QCs) higher than that in samples were excluded. Only metabolites with RSD in QCs below 30 

% and identified in all cell lysate samples were kept for further multivariate analysis. 

Metabolites greater than 30 % variance in QCs were not considered, except if significant 

variance was observed between groups, meaning that biological variability may exceed 

analytical variability (Want et al. 2013) 

Statistical analysis 

The data obtained from LC-HRMS and 1H-NMR analysis were analyzed by multivariate 

approach using Simca-P+-13.0 software (Umetrics, Umeå, Sweden). Data analysis was 

preceded by log transformation and unit variance (UV) scaling. The data analysis, including 

QC, were first conducted using principal component analysis (PCA). Discriminant metabolites 

were obtained by Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis (OPLS-DA), a 

supervised model of classes as previously described (Mavel et al. 2013; Westerhuis et al. 

2010). A cross-validation analysis of variance was applied to further evaluate the significance 

of the contribution plot and provides information about the variables that influence the 

cluster of samples. The most discriminating metabolites [variable importance on projection 

(VIP) representing a value >1] obtained from OPLS-DA analysis and determined by a fold 

change ≥ 2 (and this for each comparison) were used to analyze the potential impacted 

pathways. 

For univariate analysis, statistical analysis was performed using the Mann-Withney test or 

student’s test using JMP statistical software version 7.0.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA). A 

statistical correction for multiple tests was applied in order to adjust the p-value for 

significance by accounting for the number of metabolites evaluated (Bonferonni adjustment). 
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Differences were deemed significant when p < 0.05/n (n is the number of compounds analyzed 

by univariate analysis).  

Pathway analysis 

The pathway analysis was conducted by using the free web software Metaboanalyst 

(www.Metaboanalyst.ca) (Xia et al. 2015) to map pathways corresponding to the metabolites 

significantly highlighted in the models. The pathway plots were based on the Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database, and the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) database was searched to define gene functions. For ID 

conversions, the Chemical Translation Service 

(CTS:http://cts.fiehnlab.ucdavis.edu/conversion/batch) was used to convert the common 

chemical names into their KEGG, HMDB, and InChiKeys. 

 

Figure 1: Workflow representing the different steps of the experimental design and data 

analysis

http://www.metaboanalyst.ca/
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RESULTATS 

The LC-HRMS analysis of intracellular astrocyte medium yielded 100 metabolites (carnitines, 

amino acids, fatty acids, and organic acids) and 1H-NMR analysis of culture provided 23 

metabolites (see Table S1). The non-supervised multivariate analysis visualized by the 

principal component analysis (PCA) score plot revealed grouped and differential responses of 

astrocytes to different culture conditions (wildtype motoneurons presence, SOD1 mutation 

and glutamate exposition) (Figure S1). 

SOD1G93A mutation induces metabolic changes in astrocyte 

We first assessed metabolic changes in astrocytes metabolism in presence of SOD1G93A 

expression. PCA score plot showed a clear discrimination between wildtype and SOD1G93A 

expressing astrocytes, both in monoculture and co-culture (Figure S1). Comparison between 

metabolic profiles of wildtype astrocytes in monoculture and those of SOD1G93A mutant 

astrocytes highlighted 15 discriminating metabolites (8 were down-regulated and 7 up-

regulated). These metabolites were involved in 13 metabolic pathways, pyrimidine 

metabolism and lysine metabolism pathways being the most prominent (Table S2) showing 

that expression of ALS-linked mutated SOD1 notably altered astrocytes metabolome. OPLS-

DA performed from 1H-NMR data of extracellular media associated with wildtype and 

SOD1G93A astrocytes cultures revealed that nicotinic acid, lactate, phosphocholine and 3-

hydroxybutyric acid were the most discriminating metabolites between the two groups of 

media. These metabolites were decreased (at the exception of nicotinic acid) in the medium 

of SOD1G93A mutant astrocytes cultures compared to those of wildtype astrocytes cultures 

(Table S3). 
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Wildtype motoneurons induce metabolic changes in SOD1G93A astrocyte 

We then explored whether the presence of motoneurons significantly influenced astrocytes 

metabolome. For this purpose, the metabolic profile of SOD1G93A mutant astrocytes cultured 

alone was compared to that of SOD1G93A mutant astrocytes cultured in the presence of 

wildtype motoneurons. PCA score plot showed that SOD1G93A mutant astrocytes were highly 

distinguishable from those expressing SOD1 G93A mutant in the presence of wildtype 

motoneurons (Figure S1). OPLS-DA identified 34 metabolites discriminating between these 

two groups of astrocytes, all were up-regulated (at the exception of palmitate and urocanate) 

in SOD1 G93A mutant astrocytes cultured in the presence of wildtype motoneurons compared 

to SOD1 G93A mutant astrocytes cultured alone (Figure 2, Table S4).  

 

 

Figure 2: Network of intracellular metabolites of SOD1G93A mutant astrocytes altered by the 

presence of wildtype motoneurons. Discriminating and altered metabolites were determined 
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by OPLS-DA (VIP >1 and univariate fold change ≥ 2). Green rectangle nodes represent 

pathways, ellipse nodes represent metabolites: up-regulated (red) and down-regulated (blue) 

in SOD1G93A astrocytes in co-culture with wildtype motoneurons compared to SOD1G93A 

astrocytes in mono-culture. 

Metabolic pathway analysis revealed that these discriminating metabolites were involved in 

17 pathways, purine metabolism, pyrimidine metabolism, lysine metabolism, glutamine and 

glutamate metabolism, and glycerophospholipids metabolism pathways were the most 

prominent (Figure 2). Therefore, the presence of wildtype motoneurons in the culture led to 

significant changes in the metabolic status of astrocytes expressing mutated SOD1. Thus 

further experiments were focused on these kinds of models, associating both types of cells. 

Glutamate leads to metabolic changes in astrocytes cultured with wildtype motoneurons  

We first explored the metabolic changes that take place in wildtype astrocytes when co-

cultured with wildtype motoneurons and exposed to a dose of glutamate that leads to 

excitotoxicity. The metabolic profile of wildtype astrocyte-motoneuron co-cultures treated 

with glutamate was compared to that of untreated wildtype astrocyte-motoneuron co-

cultures (Figure S2-A). Six discriminating metabolites were found and involved in five 

metabolic pathways: pyrimidine, purine, biotin and riboflavin metabolisms, as well as fatty 

acid metabolism (Table S5). The extra-cellular metabolome profile (Figure S2-B) showed a 

clear discrimination between conditioned medium of glutamate-treated and untreated 

wildtype astrocyte-motoneuron cultures. Data analysis revealed that valine, tryptophan, 

pyroglutamic acid, phosphocholine and 3-hydroxybutyric acid were the most discriminating 

metabolites between these two conditions. These metabolites were all decreased in the 
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medium of glutamate treated wildtype astrocyte-motoneuron cultures compared to that of 

untreated co-cultures (Table S2).  

We then assessed glutamate effects on the metabolome of mutant astrocytes cultured in the 

presence of wildtype motoneurons. PCA score plot showed a clear discrimination between 

metabolome of SOD1G93A astrocytes cultured with wildtype motoneurons and exposed or not 

to glutamate (Figure S2-A). Metabolic profile analysis identified 8 discriminating metabolites 

(uridine, phenylacetaldehyde, creatine, creatinine, L-acetylcarnitine, deoxycarnitine, lactate 

and glutamate), which were down-regulated in astrocytes expressing SOD1G93A at the 

exception of glutamate (Table S5, Figure 3).  

 

 

Figure 3: Network of intracellular metabolites altered by the glutamate exposure in SOD1G93A 

mutant astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons. Discriminating and altered 

metabolites were determined by OPLS-DA (VIP >1 and univariate fold change ≥ 2). Green 

rectangle nodes represent pathways, ellipse nodes represent metabolites: up-regulated (red) 
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and down-regulated (blue) in SOD1G93A mutant astrocytes in co-culture and treated with 

glutamate compared to untreated SOD1G93A mutant astrocytes in co-culture. 

Metabolic pathways analysis indicated that discriminating metabolites were involved in 9 

metabolic pathways, of which, arginine, proline and lysine metabolism were the most 

pronounced pathways (Figure 3). PCA score plot performed from 1H-NMR data showed that 

conditioned medium of treated SOD1G93A astrocyte-motoneuron co-cultures was significantly 

different from medium of untreated co-cultures (Figure S2-B). Nicotinic acid and 3-

hydroxybutyric acid were the most discriminating metabolites and were both increased in the 

medium of SOD1G93A astrocyte-motoneuron cultures exposed to glutamate (Table S2).  

We found that astrocytes responded differently to glutamate exposure according to genetic 

context. SOD1G93A mutant astrocytes metabolism was more affected by glutamate exposure 

compared to wildtype astrocytes (Figure S2-A). Glutamate, lactate, creatine, creatinine, L-

acetylcarnitine and deoxycarnitine were specifically modified in astrocytes when glutamate 

exposure was related to SOD1G93A expression (Table S5). 

Astrocytic metabolic changes associated with ALS genetic and exogenous factors 

To determine the global metabolic changes that occur in astrocytes placed in ALS associated 

condition, we compared the metabolic profile of SOD1G93A mutant astrocytes co-cultured with 

wildtype motoneurons and exposed to glutamate (referred as ALS condition) to the metabolic 

profile of untreated wildtype astrocytes co-cultured with motoneurons (referred as control 

condition). Metabolic profile of astrocytes in ALS condition was clearly discriminated from that 

in control conditions (Figure S2-A). OPLS-DA identified 22 discriminating metabolites, 14 were 

down-regulated and 8 up-regulated in astrocytes in ALS condition compared to those in 

control conditions (Table 1). The metabolic changes that take place in astrocytes in genetic 
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and glutamate ALS conditions involved various metabolic pathways, including that of 

glutamate and glutamine metabolism, arginine and proline metabolism, purine metabolism, 

pyrimidine metabolism, lysine metabolism, glycerophospholipid metabolism, and glycolysis or 

gluconeogenesis pathways (Figure 4, Table 1). Extra-cellular metabolic profile displayed a 

clear discrimination between culture media of these two groups (Figure S2-B). OPLS-DA and 

univariate analysis of 1H-NMR media data showed that lactate and 3-hydroxybutyric acid were 

discriminating metabolites and decreased in culture media of astrocytes in ALS condition 

compared to those of astrocytes in control condition (Table S4). Consistent with the decrease 

of extra-cellular levels of lactate, astrocytes showed a decreased of intracellular level of 

lactate levels in ALS conditions (Figure 4).  
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Figure 4: Schematic representation of astrocytes metabolic coupling mechanisms and related 

pathways in ALS condition. Pathways (surrounded by a black circle), ALS condition (co-cultured 

SOD1G93A mutant astrocytes and glutamate exposure), metabolites up-regulated (red square), 

and down-regulated (blue square).  

We then aimed to compare these findings on astrocytes and extra-cellular metabolic ALS 

signature with findings obtained from mouse model of ALS [data not shown from a previously 

study (Patin et al. 2016)]. An OPLS-DA models and univariate analysis performed on cortex 

metabolites obtained from symptomatic transgenic SOD1G93A mice that revealed common 

discriminating metabolites between this in vivo model and our in vitro models (Table 1). 
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Table 1: Metabolic alterations by ALS-associated conditions in astrocytes, mice and the 

literature about human metabolomics studies in ALS. 

Pathways Metabolites a 
SOD1 
Astrocytes b 

SOD1 
mice c 

ALS 
Patients d 

 
 
Acetyl CoA transfer 

L-Acetylcarnitine ↓ ↑ - 

Carnitine ↓ - - 

Aminoacyl-tRNA 
biosynthesis 

Glutamic acid ↑ ↓ [1] 
Glutamine ↑ ↑ [1] 
Proline ↑ ↑ [1] 

Arginine and proline 
metabolism 

4-Acetamidobutanoic acid ↑ - - 
Creatine ↓ ↓ [1] 
Glutamic acid ↑ ↓ [1] 
Glutamine ↑ ↑ [1] 
Proline ↑ ↑ [1] 

Fatty acid metabolism Palmitic acid ↑ - - 

Glutamine and glutamate 
metabolism 

Glutamic acid ↑ ↓ [1] 
Glutamine ↑ ↑ [1] 

Glutathione metabolism Glutamic acid ↑ ↓ [1] 

Glycerophospholipid 
metabolism 

Diethanolamine ↑ - - 
Docosahexaenoic acid 
(DHA) 

↓ - - 

Glycerophosphocholine ↓ ↓ - 

Glycolysis or 
Gluconeogenesis 

Glucose ↑ - [2] 
Lactic acid ↓ - - 

Lysine metabolism 
Aminoadipic acid ↓ ↓ [2] 
Carnitine ↓ - - 
Deoxycarnitine ↓ - - 

Nicotinate and 
nicotinamide metabolism 

NAD+ ↓ ↓ - 

Pantothenic and CoA 
biosynthesis 

Pantothenic acid ↓ - [1] 

Pentose phosphate 
pathway 

Glucose ↑ - [2] 

Phenylalanine metabolism Phenylacetaldehyde ↓ - [1] 

Purine metabolism 

Adenosine 3',5'-cyclic 
phosphate 

↓ ↓ - 

Glutamine ↑ ↑ [1] 
Inosine ↓ - [2] 

Pyrimidine metabolism 

2'-Deoxycytidine 
diphosphate 

↓ - - 

Glutamine ↑ ↑ [1] 
Uridine ↑ ↓ - 
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a) Metabolites were determined by OPLS-DA VIP>1 and a univariate fold change ≥ 2, and 
pathways in which they were involved.  

b) Metabolites altered by ALS conditions (co-cultured SOD1G93A mutant astrocytes and 
glutamate exposure) and discriminating astrocytes in ALS condition from those in control 
condition (untreated wildtype astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons). ↑ and ↓ 
indicate higher and lower levels, respectively in astrocytes in ALS condition relative to those 
in control condition,  

c) Discriminating metabolites found in SOD1G93A mice relative to wildtype mice [data not shown 
from a previously study (Patin et al. 2016)]. ↑ and ↓ indicate higher and lower levels, 
respectively in SOD1G93A mice relative to wildtype mice.  

d) Discriminating metabolites reported in the literature about human metabolomics in ALS: [1], 
(Blasco et al. 2016c); [2], (Wuolikainen et al. 2016) 

 

DISCUSSION 

Astrocytes play a fundamental role by providing metabolic support to neurons and increasing 

evidences indicate that they are implicated in the degeneration of motoneuron in ALS 

(Clement et al. 2003b; Ferraiuolo et al. 2011; Papadeas et al. 2011; Van Den Bosch and 

Robberecht 2008). We suggest that metabolism alteration largely described in ALS may play a 

key role in the pathogenesis of motoneuron degeneration, in particular through metabolism 

disturbance in astrocytes. In this study, we focused on the effects of the expression of a human 

SOD1 mutation in astrocytes as well as excitotoxicity induced by glutamate on intra- and extra-

cellular metabolism of astrocytes in monoculture or co-cultured with wildtype motoneurons.  

Wildtype motoneurons induce pyrimidine, purine, lysine and glycerophospholipid 

metabolism pathways changes in SOD1G93A astrocyte  

Several studies have shown that astrocytic energy metabolism plays a pivotal role in the 

regulation of neurotransmission and energy supply for neurons (Bouzier-Sore and Pellerin 

2013; Brown and Ransom 2007; Pellerin et al. 2007). In the present study, we observed that 

glutamate and glutamine were up-regulated in SOD1G93A astrocytes co-cultured with 



Partie III : Analyses métabolomiques de cultures primaires d’astrocytes 

183 

 

motorneurons compared to those that were cultured alone (Table S3). Co-culturing astrocytes 

with neurons has been shown to induce the expression of glutamate transporter (GLT/EAAT2) 

and increase the levels of glutamate/aspartate transporter (GLAST/EAAT1) (Gegelashvili and 

Schousboe 1997; Swanson et al. 1997), which may increase glutamate and glutamine levels 

observed in co-cultured astrocytes.  

We also observed that most of the metabolites involved in purine and pyrimidine metabolic 

pathways were up-regulated. We found that adenosine 3',5'-cyclic phosphate (cAMP), 

adenosine monophosphate (AMP), adenosine and inosine which derive from each other, as 

well as uridine and uridine monophosphate (UMP) were all up-regulated (Figure 2), suggesting 

the existence of an inflammatory circuit where the presence of motoneurons induced up-

regulation of purinergic machinery in SOD1G93A astrocytes (Volonte et al. 2016). This result 

suggests strongly that astrocytes-motoneurons co-cultures, and especially the presence of 

motoneuron is necessary to explore metabolism alteration in astrocytes in ALS 

pathophysiology.  

Glutamate leads to metabolic changes in astrocytes cultured with motoneurons  

Astrocytes regulate extracellular glutamate concentration specifically through glutamate 

transporters GLT-1 and GLAST (Lehre et al. 1995), which scavenge excess of released 

glutamate from synaptic cleft to prevent excitotoxicity neuronal death (Danbolt 2001a; Van 

Den Bosch and Robberecht 2008). We show here that astrocytes respond differently to 

glutamate according to expression (or not) of a SOD1 mutation. SOD1G93A mutant astrocytes 

co-cultured with wildtype motoneurons were most sensitive to glutamate with prominent 

impact on arginine and proline metabolism, and lysine metabolism pathways compared to 

wildtype astrocytes (Figure 3). The accumulation of glutamate in SOD1G93A mutant astrocytes 
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exposed to glutamate suggests a dysfunction of the glutamate-glutamine cycle (Massucci et 

al. 2013; Pellerin and Magistretti 1994; Tani et al. 2014). SOD1G93A astrocytes treated with 

glutamate displayed decreased levels of lactate, creatine, creatinine, deoxycarnitine and L-

acetylcarnitine (Table S5), which could be associated with mitochondrial dysfonction in ALS 

pathophysiology. This study highlighted the influence of a SOD1 mutation on the sensitivity of 

astrocytes to glutamate. 

Metabolic changes in astrocytes with ALS-like conditions  

We have shown that astrocytes displayed increased level of glutamine and glutamate in ALS 

condition (Table 1). This is consistent with changes in glutamine and glutamate metabolism in 

ALS patients (Blasco et al. 2014b; Blasco et al. 2016c; D'Alessandro et al. 2011; Rothstein et al. 

1990; Van Den Bosch et al. 2006). In ALS conditions, carnitine and its acetic acid ester (L-acetyl-

carnitine) were down-regulated in astrocytes (Figure 4, Table 1), and are consistent with the 

alteration in mitochondrial functions and oxidative metabolism disturbances associated with 

the disease. In addition to their energetic role, these metabolites are both antioxidants and 

neuroprotective agents (Silva-Adaya et al. 2008). Carnitine is synthesized in brain from lysine 

and methionine, interestingly, we found that metabolites involved in lysine metabolism 

pathway, such as deoxycarnitine and aminoadipic acid were also down-regulated (Figure 4, 

Table 1). Astrocytes in ALS conditions also displayed a decreased creatine level and creatine 

is important to mitochondrial function.  

An interesting finding from this study is that ALS condition induced the decrease of lactate and 

increase of glucose levels in astrocytes (Table 1). In accordance with intracellular lactate 

down-regulation, we found that co-culture media of ALS conditions also displayed also lower 

lactate levels compared to control co-culture media. These findings suggest that the 
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decreased lactate levels associated with ALS conditions might impair the lactate shuttling 

between astrocytes and motoneurons. Our results are consistent with an impairment of the 

astrocyte-motoneuron lactate shuttle hypothesis as previously suggested (Ferraiuolo et al. 

2011; Martinez 2012). In addition, we observed a down-regulation of nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD+) in astrocytes in ALS conditions. Indeed, since both glycolysis (at the 

glyceraldehyde phosphate dehydrogenase-catalyzed step) and lactate dehydrogenase (LDH) 

required NAD+ (Kane 2014), the decreased level of NAD+ observed in astrocytes in ALS 

conditions could explain this lactate decrease and the glucose increase (induced by impaired 

glycolysis) levels in astrocytes in ALS. A recent study demonstrated that an increase of total 

and mitochondrial NAD+ contents in ALS astrocytes increased oxidative stress resistance and 

reverted toxicity effects toward co-cultured motoneurons (Harlan et al. 2016). A decrease of 

NAD+ could make astrocytes vulnerable. Previously, an increase in cAMP concentration in 

cultured astrocytes has been shown to stimulate glycogen mobilization, glycolysis and lactate 

output (Pellerin et al. 1998; Pellerin et al. 1997). According to this observation, we found a 

decrease in astrocytes cAMP levels but an increase in intra-cellular glucose levels and the 

decrease in extra-cellular lactate levels (Table 1 and Figure 4). Altogether, these findings 

strongly support our hypothesis that the lactate shuttle impairment in ALS is associated to 

impaired glycolysis, and consequently, to a lower production of lactate in astrocytes. In 

addition to the down-regulation of the lactate transporter reported in the literature 

(Ferraiuolo et al. 2011), impaired anaerobic glycolysis induced by NAD+ down-regulation in 

astrocytes could be a determinant factor inducing astrocyte-motoneuron lactate shuttle 

dysfunctions in SOD1 mutant-associated context. We also observed the decrease in extra-

cellular of 3-hydroxybutyrate levels in ALS conditions. Astrocytes are known to consume 

ketone bodies and may provide them to neighboring neurons as oxidative substrate. Our 
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results suggest that the astrocyte–neuron ketone body shuttle may also be impaired in ALS 

(Guzmán and Blázquez 2001).. 

We have compared metabolites altered in this in vitro ALS model to those found in ALS mouse 

model (Patin et al. 2016) and ALS patients (Blasco et al. 2016c; Wuolikainen et al. 2016) (Table 

1). We observed that in ALS conditions, astrocytes displayed low level of 

glycerophosphocholine as found in SOD1G93A transgenic mice, and additionally showed a 

decreased level of docosahexaenoic acid (DHA) as previously reported in SOD1G93A mice 

(Arima et al. 2015). Phospholipids are used to synthesize sphingomyelins, and are involved in 

the production of membranes (Moore et al. 1996). Low levels of phospholipids might limit the 

production of cell membranes and impair oxidative phosphorylation and cell growth (Tasseva 

et al. 2013). This study strongly supports the crucial roles of astrocytes in neurotransmission 

and overall homeostasis in brain and spinal cord. They have a flexible and perhaps 

opportunistic metabolism that can use, synthesize and release many metabolites (McKenna 

2012). Moreover, the pertinence of our findings was further validated by showing that these 

altered metabolites in astrocytes under ALS conditions were retrospectively found in human 

ALS data (Blasco et al. 2016c; Wuolikainen et al. 2016) (Table 1).  

In summary, this work is the first metabolomics study performed on primary astrocytes and 

motoneurons which allowed us to better understand the metabolic role of astrocytes in ALS 

conditions. We highlighted the main metabolic pathways linked with pathophysiology ways of 

ALS, including excitotoxicity, mitochondrial dysfunction and oxidative stress, and more 

importantly we characterized the astrocytic metabolism in these dysfunctions. We have 

correlated for the first time the impairment of astrocytes lactate efflux in ALS related SOD1 

model to the down regulation of intracellular lactate in astrocytes. This work opens 
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perspective of therapeutics targets through focus on these metabolic pathways. This study 

needs to be completed by fluxomics and proteomics studies in order to highlight the enzymes 

and transporters regulations at origin of these metabolic alterations. 
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III. Discussion & conclusion 

De nombreuses études ont suggéré que la SLA serait une conséquence des perturbations des 

interactions bilatérales entre les motoneurones et les astrocytes. Ces études ont également révélé 

l’importance et la complexité de ces interactions entre les deux types cellulaires, toutefois il est 

difficile de déterminer les mécanismes par lesquels les astrocytes interfèrent dans le 

fonctionnement et/ou la survie des motoneurones in vivo. D’autre part, l’utilisation des modèles 

in vitro pour étudier les effets fonctionnels pourrait être une alternative même s’ils ne 

représentent pas parfaitement les conditions in situ. Dans cette étude, nous avons utilisé un 

modèle in vitro (co-culture astrocyte-motoneurone) et suggérons que les altérations 

métaboliques cérébrales pourraient jouer un rôle crucial dans la pathogénèse de la mort des 

motoneurones et particulièrement au travers des modifications du métabolisme des astrocytes. 

Afin de comprendre ces altérations métaboliques dans les astrocytes, nous avons utilisé 

l’approche métabolomique pour explorer le métabolome intracellulaire des astrocytes et le 

métabolome extracellulaire. Nous nous sommes principalement intéressés aux effets de la 

mutation SOD1, de la présence des motoneurones sauvages et à l’excitotoxicité induite par le 

glutamate sur le métabolisme des co-cultures primaires astrocyte-motoneurone en utilisant une 

approche métabolomique. Pour évaluer la pertinence de notre modèle in vitro, nous avons 

comparé nos résultats avec des données d’une précédente étude de métabolomique réalisée dans 

notre équipe sur un  modèle murin de la SLA (Patin et al. 2016) ainsi que les données de la 

littérature concernant des résultats cliniques. 

III.1. Choix de la méthodologie expérimentale 

III.1.1. Modèle cellulaire  

Pour la mise au point du modèle cellulaire de cette étude, nous avons utilisé les cultures 

primaires d’astrocytes portant ou non la copie humaine de la mutation SOD1 et des 

motoneurones sauvages. Nous nous sommes particulièrement intéressés aux astrocytes car nous 

cherchons à étudier l’influence du glutamate sur le métabolisme des astrocytes dans les 

conditions de la SLA. Sachant que les motoneurones ont un impact sur les astrocytes, nous 

avons choisi de faire la co-culture pour préserver un environnement le plus proche possible des 

conditions in situ. Bien que l’idéal serait d’avoir également des motoneurones portant la 

mutation SOD1G93A, cette première étude de modèle de co-culture avec les motoneurones 
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sauvages est suffisante pour étudier la neurotoxicité des astrocytes dans la SLA. En effet, il a 

été montré que la neurotoxicité des astrocytes sur les motoneurones dans la SLA est 

indépendante de la présence de la mutation SOD1 dans les motoneurones (Di Giorgio et al. 

2007; Ferraiuolo et al. 2011; Nagai et al. 2007).  

Nous avons choisi le modèle génétique SOD1G93A car la mutation du gène SOD1 est la principale 

base des modèles dans la SLA. Elle est la plus décrite dans la littérature même si elle ne reflète 

qu’une petite fraction (1 à 2%) des cas de la SLA. Les souris transgéniques SOD1G93A 

représentent le modèle murin de la SLA le plus utilisé et considéré comme étant le modèle 

standard pour étudier les mécanismes étiologiques de la maladie et réaliser des tests 

thérapeutiques (Gurney 1997). Comme chez les patients atteints de la SLA, aucun autre agent 

thérapeutique autre que le riluzole n’a montré une efficacité clinique sur les souris 

transgéniques SOD1G93A (Scott et al. 2008). Dans cette étude, nous avons réalisé des mono- et 

co-cultures d’astrocytes et de motoneurones primaires. Pour la co-culture, nous avons donc 

privilégié l’utilisation du système d’insert Transwell® pour la co-culture car il a été 

précédemment montré (Ferraiuolo et al. 2011; Veyrat-Durebex et al. 2015) que ce système 

permettait de séparer physiquement les deux types cellulaires mais autorise le passage des 

facteurs solubles à travers la membrane poreuse. Ce système est très utile pour les analyses 

métabolomiques car il permet et facilite l’échantillonnage de chaque type cellulaire séparément 

et de pouvoir ainsi analyser le métabolome de chacun. L’inconvénient majeur à l’utilisation des 

cultures primaires pour les études métabolomiques est le nombre limité de cellules obtenues et 

donc les concentrations des métabolites intracellulaires extraits de ces cultures primaires sont à 

la limite de sensibilité de certaines techniques analytiques telles que la RMN ou la GC-MS. 

Pour pallier cet inconvénient, nous avons développé des méthodes de préparation et d’analyse 

du métabolome intracellulaire sur des petites quantités de cellules (100 000 à 500 000 cellules) 

en LC-HRMS qui est la méthode la plus sensible à notre disposition. 

III.1.2. Techniques analytiques 

L’approche métabolomique nous a permis d’explorer à la fois l’endométabolome 

(correspondant à l’ensemble des métabolites intracellulaires) et l’exométabolome (représentant 

l’ensemble des métabolites présents dans le milieu extracellulaire et reflétant au mieux les 

échanges cellulaires avec l’environnement). Nous avons choisi la RMN pour l’analyse des 

milieux de culture, car ces milieux sont très riches et donc facilement détectables en RMN et 

donnent suffisamment de signaux pour l’exploitation des données. Cependant, la RMN ne 
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détecte que très peu de métabolites (environ 23 métabolites identifiés dans notre cas), il serait 

donc intéressant de mettre au point l’analyse du milieu extracellulaire par LC-HRMS pour 

détecter plus de métabolites. En raison du faible rendement des cultures primaires (environ 

100 000 cellules par échantillon pour les astrocytes) pour l’analyse du métabolome 

intracellulaire, le choix était porté sur la LC-HRMS qui est plus sensible. 

Pour s’assurer de la bonne reproductibilité des expériences, nous avons utilisé les mêmes lots 

de produits pour toutes les expériences. Pour chaque type cellulaire, nous avons utilisé des 

cellules provenant des embryons de la même portée et toutes les cultures ont été réalisées au 

même moment afin d’introduire le moins de biais possible dans les différentes conditions de 

l’étude (Madji Hounoum et al. 2016a). Pour la préparation et l’analyse des cultures cellulaires 

nous avons utilisé la méthodologie mise au point au début de mes travaux de thèse (Madji 

Hounoum et al. 2015).  

Bien que les cellules aient la même origine et soient cultivées dans les mêmes conditions, elles 

ne répondent pas de manière homogène au stress. De manière générale, les études 

métabolomiques sont faites sur des mélanges de cellules et ne permettent donc pas d’identifier 

des mécanismes moléculaires spécifiques des différents phénotypes dans la population 

cellulaire. Depuis quelques années l’étude métabolomique de la cellule unique est rendue 

possible grâce au progrès technologiques en spectrométrie de masse (Masujima 2009; Tsuyama 

et al. 2012). Dans le cas de notre étude, une telle technologie nous permettrait d’obtenir une 

empreinte métabolique de l’hétérogénéité phénotypique de la population des astrocytes et des 

motoneurones dans les conditions de la SLA et la répartition des métabolites dans les différents 

compartiments cellulaires.  

III.2. Altérations observées du métabolisme des astrocytes  

III.2.1. Influence de la mutation SOD1G93A sur le métabolisme des 

astrocytes  

Nous avons analysé pour la première fois de manière globale les modifications métaboliques 

dans les astrocytes induites par l’expression de la mutation SOD1G93A. Nous avons observé que 

l’expression de la mutation SOD1G93A dans les astrocytes entraine un changement important du 

profil métabolique des astrocytes et met en évidence une altération importante de plusieurs 
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métabolites (intra- et extra-cellulaires) induite par l’expression de la SOD1G93A dans les 

astrocytes.  

Nous avons observé une réduction de la quantité de glutathion dans les astrocytes exprimant la 

mutation SOD1G93A. Le glutathion joue un rôle important dans la défense antioxydante car il est 

le substrat de la glutathion peroxydase, enzyme clé dans la réduction du peroxyde d’hydrogène 

libre pouvant être produit par la protéine SOD1. Plusieurs études ont montré que l’expression 

de la mutation SOD1 dans les astrocytes est un facteur majeur dans l’apparition et la progression 

de la maladie (Boillee et al. 2006; Garcia-Escudero et al. 2015; Ilieva et al. 2009). En effet, il a 

été rapporté que les astrocytes pourraient protéger les motoneurones du stress oxydant en 

sécrétant du glutathion (Vargas and Johnson 2010). La diminution de la quantité de glutathion 

observée dans les astrocytes portant la mutation SOD1G93A suggère que cette mutation induirait 

une diminution du pouvoir antioxydant des astrocytes. Nous avons également observé une 

diminution de la quantité de lactate et du 3-hydroxybutyrate extracellulaire dans la culture des 

astrocytes portant la mutation SOD1G93A comparé aux sauvages. Ce résultat est cohérent avec 

les analyses de transcrit réalisée par Ferraiuolo et ses collaborateurs qui avaient montré une 

réduction de l’expression du transporteur des monocarboxylate (MCT) dans les astrocytes 

isolées des souris transgéniques SOD1G93A et également dans les astrocytes isolés des patients 

SLA (Ferraiuolo et al. 2011). Ainsi, nous suggérons donc que la réduction de la quantité de 

lactate et du 3-hydroxybutyrate dans le milieu extracellulaire pourrait être liée à une faible 

sécrétion à cause du faible taux de transcrit de leur transporteur (MCT) dans les astrocytes 

SOD1G93A. Ceci pourrait expliquer le défaut d’apport énergétique des astrocytes aux 

motoneurones suggéré dans la SLA. 

III.2.2. Influence des motoneurones sauvages sur le métabolisme 

des astrocytes SOD1G93A 

Nous avons voulu évaluer l’influence des motoneurones sur les astrocytes SOD1G93A au niveau 

métabolique. Dans cette étude, nous avons observé des profils métaboliques très différents entre 

les astrocytes SOD1G93A cultivés seuls et ceux en co-culture avec les motoneurones sauvages. 

Nous avons observé une augmentation de la quantité du glutamate et de la glutamine dans les 

astrocytes SOD1G93A en co-culture comparé aux astrocytes SOD1G93A cultivés seuls. Cette 

différence peut s’expliquer par le fait que la présence des motoneurones pourrait réguler 

l’expression des transporteurs du glutamate au niveau des astrocytes et favorisant ainsi une 



Partie III : Analyses métabolomiques de cultures primaires d’astrocytes 

198 

 

augmentation de la capture du glutamate et par conséquence une augmentation de la production 

de la glutamine par la glutamine synthétase (enzyme spécifique des astrocytes) (Magistretti 

2009). Il a été rapporté que la co-culture astrocyte-neurone induisait l’expression du 

transporteur du glutamate (GLT1/EAAT2) et augmentait la quantité du transporteur 

glutamate/aspartate (GLAST/EAAT1) dans les astrocytes (Gegelashvili and Schousboe 1997; 

Swanson et al. 1997).  

Nous avons également observé dans les astrocytes SOD1G93A en co-culture, une augmentation 

de la quantité de plusieurs métabolites impliqués dans la voie métabolique des pyrimidines et 

des purines, notamment l’adénosine monophosphate (AMP) et sa forme cyclique (AMPc), 

l’adénosine et l’inosine qui dérivent tous les uns des autres, ainsi que l’uridine et l’uridine 

monophosphate (UMP). Ces molécules jouent des rôles divers dans les cellules et sont utilisées 

comme des molécules énergétiques (participe à la synthèse de l’ATP) et sont des éléments clé 

de la transduction de certains signaux (AMPc). Il a été rapporté que la quantité d’adénosine 

dans les synapses était majoritairement régulée par les astrocytes (Martin et al. 2007). Dans les 

conditions physiologiques, les astrocytes libèrent l’ATP qui est ensuite hydrolysé en adénosine 

dans le milieu extracellulaire. L’adénosine joue un rôle crucial dans la neurotransmission, car 

elle inhibe l’excitabilité neuronale et protège ainsi les neurones de l’hyperexcitabilité. 

L’adénosine exerce cette propriété inhibitrice en agissant sur les récepteurs d’adénosine pré- et 

post synaptiques et de ce fait elle est considérée comme étant un neuromodulateur (Pascual et 

al. 2005). L’augmentation de la quantité de ces intermédiaires de la voie purinergique (AMP, 

AMPc, adénosine et l’inosine) dans les astrocytes en présence des motoneurones conforte 

l’hypothèse que les astrocytes soient étroitement liés à la régulation de l’activité neuronale au 

travers des interactions synaptiques et qu’ils représentent un support énergétique majeur pour 

les motoneurones (Bouzier-Sore and Pellerin 2013; Brown and Ransom 2007; Pellerin et al. 

2007).  

Ces résultats montrent un impact important de la présence des motoneurones sur le métabolisme 

des astrocytes même s’il n’y a pas de contact direct entre les deux types cellulaires. Ceci met 

en évidence les interactions métaboliques astrocyte-motoneurone probablement via le milieu 

extracellulaire. Nous suggérons dans cette étude que la co-culture astrocyte-motoneurone et 

particulièrement la présence des motoneurones est nécessaire pour explorer les altérations 

métaboliques dans les astrocytes dans le contexte de la SLA.  
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III.2.3. Influence du glutamate sur le métabolisme des astrocytes 

SOD1G93A en co-culture avec les motoneurones sauvages 

Nous avons également cherché à savoir si le glutamate affecte de la même manière les 

astrocytes sauvages et SOD1G93A en co-culture avec les motoneurones sauvages. Nous avons 

observé que les astrocytes répondaient différemment au glutamate en fonction de leur statut 

génétique. Les astrocytes portant la mutation SOD1G93A semblent être plus sensibles au 

glutamate comparé aux astrocytes sauvages. De plus, les métabolites discriminants les 

astrocytes traités et non traités au glutamate sont très différents lorsqu’il s’agit des astrocytes 

sauvages ou des astrocytes portant la mutation SOD1G93A (excepté l’uridine qu’on retrouve dans 

les deux cas). Nous avons observé une diminution du lactate, de la créatine, de la créatinine, de 

la déoxycartine et la L-acétylcarnitine, et une augmentation du glutamate dans les astrocytes 

portant la mutation SOD1G93A et traités au glutamate comparés à ceux non traités. La diminution 

de ces métabolites énergétiques pourrait être associée à une dysfonction mitochondriale 

(Cassina et al. 2008). Cette étude nous a permis de montrer que le glutamate affecte 

particulièrement le métabolisme énergétique des astrocytes lorsque ceux-ci portent la mutation 

SOD1G93A.  

III.2.4. Altérations du métabolisme des astrocytes dans les 

conditions de la SLA 

Nous avons analysé le profil métabolique des astrocytes dans des conditions de la SLA 

(l’expression de la mutation SOD1G93A, la présence des motoneurones et l’exposition au 

glutamate). Nous avons observé plusieurs voies métaboliques modifiées qui confortent les 

différentes hypothèses physiopathologiques décrites dans la SLA, par exemple : l’excitotoxcité 

avec l’altération des taux de glutamate et glutamine dans les astrocytes, le dysfonctionnement 

mitochondrial et le stress oxydant avec la dérégulation de la déoxycarnitine, la carnitine et de 

l’acétylcarnitine connus pour leur rôle énergétique et leur pouvoir antioxydant. Nous avons mis 

en évidence une diminution du lactate intra- et ex-tracellulaire dans les astrocytes en condition 

de la SLA, ce résultat vient appuyer l’hypothèse de la dérégulation de la navette du lactate 

décrite dans la SLA. Le lactate est un produit glycolytique connu pour être une source 

énergétique importante pour le métabolisme des motoneurones, et, les astrocytes sont les 

principaux fournisseurs de ce substrat (Pellerin and Magistretti 1994). Il s’avère que les 

motoneurones stimulent la glycolyse dans les astrocytes en libérant du glutamate. Le glutamate 

libéré est alors capturé par les astrocytes via la pompe Na+/K+-ATPase qui consomme de l’ATP 
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grâce à la phosphoglycérate Kinase (Pgk). Ceci déclenche l'absorption du glucose et de son 

métabolisme via la glycolyse dans les astrocytes, conduisant ensuite à la libération du lactate 

par les astrocytes. Le lactate peut alors servir à répondre aux besoins énergétiques des 

motoneurones associés à la transmission synaptique (Pellerin et al. 2007). 

Nous avons comparé les métabolites modifiés dans les astrocytes en condition de la SLA avec 

ceux identifiés comme étant modifiés dans le modèle murin de la SLA ainsi que chez les 

patients atteints de la SLA. Nous avons trouvé que plusieurs métabolites modifiés étaient 

communs (confortant ainsi les résultats de notre modèle et de notre étude) et nous avons 

également identifié de nouveaux métabolites modifiés non identifiés encore chez les patients 

SLA tels que la carnitine, la L-acétylcanitine, la deoxycarnitine, l’AMPc, l’uridine, la 

diéthanolamine, etc. Ceci pourrait apporter de nouvelles pistes d’études en ce qui concerne les 

altérations métaboliques dans la SLA. Il serait donc intéressant de vérifier les quantités de ces 

nouveaux métabolites modifiés identifiés dans notre modèle in vitro dans des études cliniques 

chez l’homme pour confirmer leur dérégulation dans la SLA. Cette étude nous a permis de 

montrer que le modèle in vitro de coculture astrocytes-motoneurone primaires est utilisable 

pour répondre à des questions, vérifier et/ou émettre des hypothèses étiologiques de la SLA. 
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Dans la perspective d’étudier les altérations métaboliques associées au glutamate dans la SLA, 

nous avons choisi dans un premier temps de mettre au point un modèle in vitro à partir des 

astrocytes et de motoneurones primaires et d’analyser les modifications métaboliques dans les 

astrocytes induites par différentes conditions (facteur génétique, stress glutamatergique) 

associées à la SLA. 

La première partie de ce travail est consacrée à la mise au point de la méthodologie d’analyse 

du métabolome cellulaire par RMN, GC-MS et LC-HRMS, méthodologie qui devrait être 

développée pour toute nouvelle matrice étudiée en métabolomique. La méthode de 

« quenching » des cellules avec du méthanol à -40°C améliore la répétabilité d’extraction 

comparativement au « quenching » au méthanol à -20°C ou encore sans méthanol à -80°C. 

Ensuite, l’extraction des métabolites en utilisant le mélange de solvant diphasique 

CH2Cl2/MeOH/H2O (3 :3 :2) est la méthode la plus reproductible même si elle ne permet pas 

l’extraction du plus grand nombre de métabolites. Cette étude nous a permis de montrer que la 

dérivation des métabolites par la méthode d’oximation suivie par une méthode de silylation est 

la plus efficace et reproductible pour les analyses des extraits cellulaires en GC-MS. Nous avons 

également optimisé le gradient d’élution et la stabilisation du système pour l’analyse du 

métabolome cellulaire en LC-HRMS avec un coefficient de variation moyen des QC inférieur 

à 20%.  

La deuxième partie de ce travail est consacrée à l’invalidation de la lignée cellulaire hybride 

(motoneurone-neuroblastome) NSC-34 comme modèle in vitro pour l’étude de l’excitotoxicité 

au glutamate. Cette partie nous a permis de montrer que malgré les nombreuses caractéristiques 

motoneuronales que possèdent les cellules NSC-34, elles présentent un profil de transcrit des 

sous unités des récepteurs du glutamate différent de celui des motoneurones et par conséquent 

elles sont beaucoup moins sensibles au glutamate que les motoneurones primaires. Cette étude 

montre l’importance de l’étape de validation d’un modèle in vitro avant son utilisation dans une 

étude car elle permet de juger la pertinence du modèle et la robustesse des résultats qu’on 

pourrait obtenir à partir du modèle. Cette partie du travail nous a conduit à changer de modèle 

cellulaire et d’opter pour les cultures primaires pour la suite de notre projet. 

Enfin, la troisième partie de ce travail rapporte l’analyse du métabolome intracellulaire et 

extracellulaire des astrocytes portant la mutation SOD1G93A (ou non) dans différentes conditions 

associées à la SLA. Cette étude nous a permis de montrer qu’il est important d’étudier les 

altérations du métabolisme dans la SLA en mimant le plus possible l'environnement complexe 
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d'interactions entre les astrocytes et les motoneurones dans le SNC. Nous avons mis en évidence 

les perturbations métaboliques dans les astrocytes induites par l’expression de la mutation 

SOD1G93A, par la présence des motoneurones sauvages et par l’exposition au glutamate, mais 

aussi par l’effet cumulé de ces trois conditions qui représente une condition SLA. L’approche 

métabolomique nous a permis de montrer une diminution de la quantité de lactate à la fois dans 

le métabolome intra- et extracellulaire des astrocytes dans la condition SLA et de confirmer 

ainsi l’hypothèse de la dérégulation de la navette du lactate entre les astrocytes et les 

motoneurones décrite dans la SLA. Nous avons observé que la plupart des voies métaboliques 

perturbées dans les astrocytes en condition de SLA étaient identiques à celles décrites dans un 

modèle murin et chez des patients atteints de la SLA. Ce qui nous laisse supposer que même si, 

ces résultats in vitro ne sont pas transposables au modèle in vivo et à l’homme, le modèle de 

co-culture astrocyte-motoneurone permet néanmoins de mieux comprendre les altérations 

métaboliques associées au glutamate dans chaque type cellulaire dans la SLA et représente donc 

un modèle pertinent pour ce type d'expériences. 

L'obtention d'une image complète des voies biochimiques qui sont modifiées dans les astrocytes 

et les motoneurones et l'identification du stade de la maladie auquel ces changements se 

produisent représentent un défi intéressant, qui peut aider à la compréhension de la 

physiopathologie de la SLA et à l'identification des cibles thérapeutiques pour une prise en 

charge à un stade précoce de la maladie. 

Perspectives  

Dans un deuxième temps, et cette activité est en cours de traitement, nous étudierons en suivant 

une démarche analogue à celle présentée dans ce travail de thèse, les altérations métaboliques 

dans les motoneurones sauvages induites par la présence des astrocytes portant ou non la 

mutation SOD1G93A et par l’exposition au glutamate, ainsi que l’effet cumulé des deux 

traitements mimant la condition SLA. Sachant que le gène SOD1 ne représente qu’une faible 

partie de la population SLA, il serait intéressant d’étudier par la même méthodologie les trois 

autres gènes couramment impliqués dans la SLA qui sont la TDP-43, C9orf72 et FUS et 

déterminer s’il existe une signature métabolique commune associée au glutamate. 

L’objectif principal de cette recherche est d’analyser, de manière quantitative, le métabolisme 

du glutamate dans chacun des types cellulaires afin de mieux comprendre les altérations 

métaboliques associées au glutamate dans la SLA et proposer des hypothèses thérapeutiques. 
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Aux expériences de faisabilité rapportées dans ce travail de thèse, montrant que l’approche 

métabolomique est utilisable sur des cultures primaires des astrocytes et des motoneurones pour 

ce type d’étude, succéderont des expériences où l’analyse quantitative des flux métaboliques 

pourra être réalisée sur ce modèle cellulaire. Pour ce faire, la mise au point de la méthodologie 

d’analyse de flux par RMN et LC-MS est en cours d’élaboration au laboratoire en collaboration 

avec la plateforme MetaToul à Toulouse. Cette mise au point sera suivie par le développement 

d’un modèle mathématique qui permettrait d’évaluer la taille des pools de glutamate et des 

intermédiaires du métabolisme du glutamate dans les différents compartiments cellulaires. En 

parallèle, nous envisageons d’analyser en temps réel les deux principales voies productrices 

d’énergie que sont la respiration mitochondriale et la glycolyse dans les types cellulaires en 

utilisant les analyseurs métaboliques de Seahorse Bioscience et en la collaboration avec le Pr 

Hérault (GICC) à Tours.  

A long terme, et sur la base de toutes les données des expériences citées ci-dessus, il serait 

intéressant d’effectuer des études transcriptomique et protéomique ciblant les différentes voies 

métaboliques identifiées comme modifiées afin de dresser un tableau plus complet des 

perturbations des interactions métaboliques entre les astrocytes et les motoneurones et 

d’avancer des hypothèses physiopathologiques et thérapeutiques fiables et robustes. Ces 

hypothèses pourraient être validées en mesurant directement l’activité des enzymes impliquées 

dans les voies ciblées. Le prolongement naturel de cette recherche serait de tester les différentes 

hypothèses et de réaliser les expérimentations pharmacologiques sur des modèles murins. En 

fonction des hypothèses thérapeutiques émises, plusieurs stratégies pharmacologiques 

pourraient être envisagées : soit administrer directement les métabolites en carence tels que les 

acides aminés, soit inhiber ou booster l’action de certaines enzymes responsables des 

dérégulations métaboliques par des anticorps ou des cofacteurs respectivement, ou encore 

détourner une voie métabolique au profit d’une autre (ceci grâce à l’outil de modélisation du 

flux). Il serait également intéressant de rechercher ces altérations métaboliques identifiées dans 

le cerveau (ou dans les cellules du SNC) dans d’autres matrices telles que le sang ou le muscle 

(protocole d’analyse en cours d’élaboration dans le laboratoire), ceci permettrait d’intervenir 

soit par voie orale, soit par injection intraveineuse ou encore intramusculaire et donc pas besoin 

ainsi d’avoir à accéder au cerveau. Et l’objectif final serait de mener des études cliniques sur 

l’homme sur la base des données des expérimentations pharmacologiques obtenues dans les 

modèles murins. 
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Annexe 1 : Historique de la SLA 

Tableau 1 : Historique de la SLA 

SLA : Maladie bicentenaire 

1869: Jean-Martin Charcot associe les symptômes aux 
anomalies neurologiques 

(Rowland 2001) 

1874: Jean-Martin Charcot introduit le terme « sclérose 
latérale amyotrophique » 

(Rowland 2001) 

1941: Mort du célèbre joueur de baseball Lou Gehrig de la 
SLA 

_ 

1950: SLA devient épidémique dans la population de l'île de 
Guam dans l'océan Pacifique 

_ 

1955 Concept de formes Familiales de SLA (Kurland and Mulder 1955) 

1991: Association du chromosome 21 à la SLA familiale (Siddique  et al. 1991) 

1993: Implication du gène SOD1 sur le chromosome 21 dans 
la SLA familiale 

(Rosen et al. 1993b) 

1994: Mise en place des critères (El Escorial) diagnostiques de 
la SLA 

(Brooks 1994) 

1994: Etablissement de modèle souris SOD1-G93A de la SLA  (Gurney et al. 1994) 

1995: Rilutek® (Riluzole) deviens le premier médicament 
approuvé par la FDA contre la SLA 

(Bensimon et al. 1994) 

1995: Premières preuves de l’implication des astrocytes dans 
la SLA 

(O'Reilly et al. 1995) 

1997: Utilisation de SRM pour étudier le SNC dans la SLA (Pioro 1997) 

2001: Déficience du gène alsin défectueux peut provoquer 
une forme infantile de la SLA 

(Hadano et al. 2001) 

2003: Stress oxydatif associé à la pathologie de SLA (Carri et al. 2003) 

2007: TDP-43 discrimine la SLA sporadique de la SLA familiale (Mackenzie et al. 2007a; 

Sreedharan et al. 2008) 

2009: Etudes du génome entier identifient 19p13.3 et 9p21.2 
comme loci de susceptibilité dans la SLA sporadique 

(van Es et al. 2009) 

2011: Expansions répétées dans la région non codante du 
C9ORF72 semble être une cause majeure de la SLA 

(DeJesus-Hernandez et al. 

2011; Renton et al. 2011) 

2013: Implication du système immunitaire dans la SLA (Zhao et al. 2013) 

2013: Affirmation de l’implication des astrocytes, 
oligodendrocytes et microglies dans la SLA 

(Nonneman et al. 2014; 

Philips et al. 2013a) 
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Annexe 2 : Informations supplémentaires de l’article n°2  

Madji Hounoum Blandine et al. “Analytical methodology for study of adherent 

mammalian cell metabolomics using NMR, GC-MS and LC-HRMS” Analytical and 

Bioanalytical Chemistry, (2015) 407, pp.8861-8872 
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Annexe 3 : Informations supplémentaires de l’article n°4  

Madji Hounoum Blandine et al. “NSC-34 motor neuron-like cells are unsuitable 

as experimental model for glutamate-mediated excitotoxicity” Frontiers in 

Molecular Neuroscience, (2016)10:11, pp118 
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Annexe 4 : Informations supplémentaires de l’article n°5 

Madji Hounoum Blandine et al. “Wildtype motoneurons, ALS-linked SOD1 

mutation and glutamate profoundly modify astrocytes metabolism and lactate 

shuttling” Soumis dans Glia 
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Supplementary data 

Wildtype motoneurons, ALS-linked SOD1 mutation and glutamate profoundly modify 

astrocytes metabolism and lactate shuttling 

 

Figure S1: Principal component analysis (PCA) score plot of principal component 1 (PC 1) 

versus PC 2 for intracellular LC-HRMS analysis of quality controls (QCs) and astrocyte extracts. 

Astrocytes expressing (or not) a SOD1G93A mutation, in monoculture or co-cultured with 

wildtype motoneurons and exposed (or not) to glutamate. 

 

 
Quality controls (QC), wildtype astrocytes in mono-culture (WTAS), wildtype astrocytes in 

mono-culture exposed to glutamate (WTAS + E), wildtype astrocytes co-cultured with wild ype 

motoneurons (WTAS-MN),  wildtype astrocytes co-cultured with motoneurons and exposed 

to glutamate (WTAS-MN + E), SOD1G93A mutant astrocytes in mono-culture (SOD1G93AAS), 

SOD1G93A mutant astrocytes in mono-culture exposed to glutamate (SOD1G93AAS + E), SOD1G93A 

mutant astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons (SOD1G93AAS-MN), SOD1G93A 

mutant astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons and exposed to glutamate 

(SOD1G93AAS-MN + E). 
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Figure S2: Principal component analysis (PCA) score plot of PC 1 versus PC 2 for  (A)-

intracellular LC-HRMS analysis  and for (B)- extracellular media 1H-NMR analysis of astrocytes 

expressing (or not) a SOD1G93A mutation, co-cultured with wildtype motoneurons and exposed 

(or not) to glutamate.  

A) 

 

Wildtype astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons (WTAS-MN),  wildtype astrocytes 

co-cultured with wildtype motoneurons and exposed to glutamate (WTAS-MN + E), SOD1G93A 

mutant astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons (SOD1G93AAS-MN), SOD1G93A 

mutant astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons and exposed to glutamate 

(SOD1G93AAS-MN + E).
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B) 

 

Culture media from co-culture of wildtype astrocytes with wildtype motoneurons (WTAS-MN, 

green), wildtype astrocytes co-cultured with motoneurons and exposed to glutamate (WTAS-

MN + E, blue), SOD1G93A mutant astrocytes co-cultured with wildtype motoneurons 

(SOD1G93AAS-MN, yellow), SOD1G93A mutant astrocytes co-cultured with wildtype 

motoneurons and exposed to glutamate (SOD1G93AAS-MN + E, red).
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Table S1: List of metabolites identified by a) LC-HRMS and by b) 1H-NMR analysis  

Metabolite 
Analytical 
platform 

Human metabolome 
database ID 

2-Methylglutaric acid LC-HRMS HMDB00422 

2-Methylmaleic acid LC-HRMS HMDB00634 

3-Hydroxyphenylacetic acid LC-HRMS HMDB00440 

4- Acetamidobutanoic acid LC-HRMS HMDB03681 

4-Guanidinobutanoate LC-HRMS            HMDB03464  

4-Hydroxy-3-
methoxyphenylglycol sulfate 

LC-HRMS HMDB03332 

4-hydroxyphenylpyruvic acid LC-HRMS HMDB00707 

5’-Methylthioadenosine LC-HRMS HMDB01173 

5-Hydroxy-L-tyosine LC-HRMS HMDB00450 

6-Hydroxydopamine LC-HRMS HMDB01537 

Acetyl-L-carnitine LC-HRMS HMDB00201 

Adenosine LC-HRMS  HMDB00050 

Adipic acid LC-HRMS HMDB00448 

Adrenaline LC-HRMS HMDB00068 

Aminoadipic acid LC-HRMS HMDB00510 

AMP LC-HRMS HMDB00045 

Biotin LC-HRMS HMDB00030 

cAMP LC-HRMS HMDB00058 

Carnitine LC-HRMS HMDB01467 

Catechol LC-HRMS HMDB00957 

Cholic acid LC-HRMS HMDB00619 

Cinnaldehyde LC-HRMS HMDB03441 

Cinnamic acid LC-HRMS HMDB00567 

Citric acid LC-HRMS  HMDB00094 

Creatinine LC-HRMS  HMDB00562 

dCDP LC-HRMS HMDB01245 

Deoxycarnitine LC-HRMS HMDB01161 

Dethiobiotin LC-HRMS HMDB03581 

dGMP LC-HRMS HMDB01044 

DHA LC-HRMS HMDB02183 

Diethanolamine LC-HRMS HMDB03091 

Dihydroxyacetone-phosphate LC-HRMS HMDB01473 

Dihydroxyphenylacetic acid  LC-HRMS HMDB01336 

Ethylmalonic acid LC-HRMS HMDB00622 

Folic acid LC-HRMS HMDB00121 

Fumaric acid LC-HRMS  HMDB00134 

Gamma-glutamylthreonine LC-HRMS HMDB29159 

Gamma-glutamyltyrosine LC-HRMS HMDB11741 

Glutaric acid LC-HRMS HMDB00661 

Glutathione LC-HRMS HMDB00125 
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Glycerophosphocholine LC-HRMS  HMDB00086 

Heptanoic acid LC-HRMS HMDB00666 

Hippuric acid LC-HRMS HMDB00714 

Hydroxyphenyllactic acid LC-HRMS HMDB00755 

Indole LC-HRMS HMDB00738 

Indole-3-acetic acid LC-HRMS HMDB00197 

Inosine LC-HRMS  HMDB00195 

L-Arginine LC-HRMS HMDB00517 

L-Glutamic acid LC-HRMS HMDB00148 

L-Kynurenine LC-HRMS HMDB00684 

L-Methionine LC-HRMS HMDB00696 

L-Proline LC-HRMS HMDB00162 

Lumichrome LC-HRMS ϴ 

Malic acid LC-HRMS  HMDB00744 

Methyl-acetoacetate LC-HRMS HMDB00310 

N-Acetyl-aspartic acid LC-HRMS HMDB00812 

N-AcetylLeucine LC-HRMS HMDB11756 

N-Acetyl-L-phenylalanine LC-HRMS HMDB00512 

N-Acetyl-L-serine LC-HRMS HMDB02931 

NAD LC-HRMS HMDB00902 

Nicotinamide LC-HRMS            HMDB01406 

Palmitic acid LC-HRMS HMDB00220 

Pantothenic acid LC-HRMS HMDB00210 

Phenylacetaldehyde LC-HRMS HMDB06236 

Phenylacetic acid LC-HRMS HMDB00209 

Phenylpyruvic acid LC-HRMS HMDB00205 

Phosphorylcholine LC-HRMS  HMDB01565 

Putrescine LC-HRMS HMDB01414 

Pyridoxal-5’-phosphate LC-HRMS HMDB01491 

Retinoic acid LC-HRMS HMDB01852 

Retinol LC-HRMS HMDB00305 

Riboflavin LC-HRMS HMDB00244 

Sarcosine LC-HRMS  HMDB00271 

Sorbitol LC-HRMS HMDB00247 

Sphinganine LC-HRMS HMDB00269 

Suberic acid LC-HRMS HMDB00893 

Succinic acid LC-HRMS  HMDB00254 

Trimethylamine LC-HRMS HMDB00906 

Tryptamine  LC-HRMS HMDB00303 

UMP LC-HRMS HMDB00288 

Uridine LC-HRMS  HMDB00296 

Urocanic acid LC-HRMS HMDB00301 

Xanthine LC-HRMS HMDB00292 

3-Hydroxybutyric acid LC-HRMS and NMR HMDB00357 

Creatine LC-HRMS and NMR HMDB00064 
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D-Glucose LC-HRMS and NMR  HMDB00122 

Lactic acid LC-HRMS and NMR HMDB00190 

L-Alanine LC-HRMS and NMR HMDB00161 

L-Glutamine LC-HRMS and NMR HMDB00641 

L-Histidine LC-HRMS and NMR HMDB00177 

L-Leucine LC-HRMS and NMR HMDB00687 

L-Lysine LC-HRMS and NMR HMDB00182 

L-Phenylalanine LC-HRMS and NMR HMDB00159 

L-Threonine LC-HRMS and NMR HMDB00167 

L-Tryptophan LC-HRMS and NMR HMDB00929 

L-Tyrosine LC-HRMS and NMR HMDB00158 

L-Valine LC-HRMS and NMR HMDB00883 

Pyroglutamic acid LC-HRMS and NMR HMDB00267 

Acetic acid NMR HMDB00042 

Choline NMR HMDB00097 

Formic acid NMR HMDB00142 

Glycine NMR HMDB00123 

Isoleucine NMR HMDB00172 

Nicotinic acid NMR  HMDB01488 

Pyruvic acid NMR  HMDB00243 
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Table S2: Impact of SOD1G93A expression on astrocytes metabolome: metabolites altered by 

SOD1G93A expression in astrocytes and discriminating SOD1G93A mutant astrocytes from 

wildtype astrocytes, and pathways in which they were involved were reported. Discriminating 

metabolites were determined by OPLS-DA (VIP>1) and a fold change (FC) ≥ 2. 

Pathways Metabolites Log2 (FC) 

Histidine metabolism Urocanic acid ↑     (2.26) 

Purine metabolism 3’-5’cyclic AMP ↓     (-1.24) 

Glycolysis or glycogenesis Glucose  ↑     (1.75) 

Biotin metabolism Dethiobiotin ↑     (1.16) 

Sphingolipid metabolism Sphinganine  ↑     (1.01) 

Glutathione metabolism Glutathione ↓     (-1.48) 

Pyrimidine metabolism 2'-Deoxycytidine 5'-diphosphate ↓     (-2.01) 

Uridine 5’-monophosphate ↓     (-9.10) 

Lysine metabolism Lysine ↓     (-1.10) 

Aminoadipic acid  ↓     (-2.84) 

Alanine, aspartate and glutamate 
metabolism 

N-Acetyl-L-aspartic acid ↑     (1.11) 

Retinol metabolism Retinol ↑     (1.76) 

Fatty acid biosynthesis or metabolism Palmitic acid ↑     (2.19) 

Glycerophospholipid metabolism Diethanolamine ↓     (-1.42) 

2-oxocarboxilic acid metabolism 
Valine, leucine and isoleucine 
biosynthesis 

2-Methylmaleic acid ↓     (-1.17) 

↑ and ↓ denote higher and lower level, respectively in cells in SOD1G93A mutant astrocytes 

compared to wildtype astrocytes . In brackets the log2 (fold change SOD1G93A/WT
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Table S3: Metabolic changes in extracellular media: 1- impact of SOD1G93A expression in 

astrocytes (comparison between media from mono-cultures containing wildtype astrocytes 

and those containing SOD1G93A mutant astrocytes), 2- glutamate effects on co-culture media 

containing wildtype and SOD1G93A mutant astrocytes (comparison between media from co-

cultures exposed (or not) to glutamate), and 3- ALS condition impact on the co-culture (media 

from co-culture containing wildtype astrocytes were compared to those containing SOD1G93A 

mutant astrocytes exposed to glutamate). Metabolites discriminating culture media in each 

comparison were determined by OPLS-DA (VIP > 1) and a fold change ≥ 2. 

 
Metabolites 

Log2 (FC) 

1-SOD1 impact 2-Glutamate impact 3-ALS impact 

SOD1G93A mono-
culture 

WT co-
culture + E 

SOD1G93A co-
culture+E 

SOD1G93A co-
culture+E 

Nicotinic acid ↑      (0.51)  ↑ (0.38)  

Lactic acid ↓      (-0.49)   ↓  (-0.49) 

Valine  ↓     (-0.49)   

Tryptophan  ↓     (-0.53)   

Pyroglutamic acid  ↓     (-0.44)   

Phosphocholine ↓      (-0.71) ↓     (-0.65)   

3-Hydroxybutyric acid ↓      (-0.77) ↓     (-0.70) ↑  (0.61) ↓ (-0.54) 

↑ and ↓ denote higher and lower level , respectively in culture media  of each investigated 

condition relative to those of control condition. In brackets the log2 (fold change SOD1/WT, 

treated/untreated and SOD1 treated/WT untreated).
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Table S4: Impact of wildtype motoneurons on SOD1G93A mutant astrocytes. Metabolites 

altered by the presence of wildtype motoneurons and discriminating SOD1G93A mutant 

astrocytes co-cultured with wildtype motorneurons from those in monoculture, and pathways 

in which they were involved. Discriminating metabolites were determined by OPLS-DA (VIP>1) 

and a fold change ≥ 2. 

Pathways Metabolites Log 2 (FC) 

 
AminoacytRNA  
biosynthesis 

Glutamic acid ↑     (1.91) 

Glutamine ↑     (1.08) 

Lysine ↑     (1.27) 

Glutamine and glutamate 
metabolism 

Glutamic acid ↑     (1.91) 

Glutamine ↑     (1.08) 

Histidine metabolism Glutamic acid ↑     (1.91) 

Urocanic acid ↓     (-1.76) 

Lysine metabolism Lysine ↑     (1.27) 

Aminoadipic acid ↑    (8.78) 

Deoxycarnitine ↑     (1.08) 

N-Acetyl-carnitine ↑     (1.52) 

 
Arginine and proline metabolism 

Glutamine ↑     (1.08) 

Glutamic acid ↑     (1.91) 

Creatine ↑     (2.55) 

Alanine, aspartate and glutamate 
metabolism 

N-Acetyl-L-aspartic acid ↑     (1.38) 

Glutamic acid ↑     (1.91) 

Glutamine ↑     (1.08) 

Glycolysis or Gluconeogenesis Glucose ↑     (1.24) 

Dihydroxyacetone phosphate ↑     (1.12) 

 
Phenylalanine metabolism 

Phenylacetaldehyde ↑     (2.21) 

N-Acetyphenylalanine ↑     (1.94) 

Tyrosine metabolism 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid ↑    (12.39) 

 
Purine metabolism 

3’-5’cyclic AMP ↑     (2.08) 

Adenosine monophosphate ↑     (2.69) 

Adenosine  ↑     (3.51) 

Inosine ↑     (4.48) 

2'-Deoxyguanosine 5'-
monophosphate 

↑     (3.28) 

Glutamine ↑     (1.08) 

Retinol metabolism Retinol ↑     (5.55) 

 
Glutathione metabolism 

Glutamic acid ↑     (1.91) 

Glutathione ↑     (2.82) 

 
 
Glycerophospholipid metabolism 

Docosahexaenoic acid (DHA) ↑     (1.85) 

Dihydroxyactone phosphate ↑     (2.05) 

Phosphocholine  ↑     (1.95) 
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Glycerophosphocholine ↑     (2.05) 

Diethanolamine ↑     (2.12) 

TCA cycle Malic acid ↑     (1.55) 

Fatty acid biosynthesis or metabolism Palmitic acid ↓     (-2.10) 

Primary bile acid biosynthesis Cholic acid ↑     (1.89) 

 
Pyrimidine metabolism 

Uridine ↑     (1.47) 

Uridine 5'-monophosphate ↑     (11.94) 

2’-Deoxycytidine 5’-disphosphate  ↑     (2.59) 

Glutamine ↑     (1.08) 

↑ and ↓ denote higher and lower level, respectively in SOD1G93A AS in co-culture compared 

to those in mono-culture. In brackets the log2 (fold change mono-/co-culture). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

285 

 

 

Table S5: Glutamate effects on wildtype and SOD1G93A mutant astrocytes co-cultured with 

wildtype motoneurons: metabolites altered by glutamate exposure in wildtype astrocytes co-

cultured, discriminating cells treated with glutamate from those without treatment, and, 

pathways in which they were involved. Discriminating metabolites were determined by OPLS-

DA (VIP>1) and a fold change ≥ 2. 

Pathways Metabolites Log2 (FC) 

Glutamate effects on wildtype astrocytes 

Biotin metabolism Biotin  ↑      (2.79) 
Riboflavin metabolism Riboflavin ↑      (1.66) 
Purine metabolism 3’-5’cyclic AMP ↑      (1.03)  
Fatty acid biosynthesis or metabolism Palmitic acid ↑      (2.88) 
Pyrimidine metabolism Uridine ↓      (-1.40) 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan 
biosynthesis 

3-(4-
Hydroxyphenyl)pyruvic 
acid 

↓      (-1.01) 

Glutamate effects on SOD1G93A mutant astrocytes 

Glutamine and glutamate  metabolism 
Alanine, aspartate and glutamate 
metabolism 
Glutathione metabolism 

 
Glutamic acid 

 
↑     (1.33) 

Glycolysis or glycogenesis 
Pyruvate metabolism 

Lactic acid  ↓     (-1.98) 

 Glutamic acid ↑     (1.33) 
Arginine and proline metabolism Creatine ↓     (-1.17) 
 Creatinine ↓     (-1.07) 

Phenylalanine metabolism Phenylacetaldehyde ↓     (-1.97) 

Lysine metabolism Deoxycarnitine ↓     (-1.08) 
 L-Acetylcarnitine ↓     (-1.16) 

Pyrimidine metabolism Uridine ↓     (-1.20) 

↑ and ↓ denote higher and lower level, respectively in cells treated with glutamate compared 

to those without treatment. In brackets the log2 (fold change treated/untreated 

 



 

 

 

        

 

Blandine MADJI HOUNOUM 

Etude des altérations du métabolisme induites par le glutamate dans 

un modèle in vitro de la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) par 

une approche métabolomique 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative caractérisée par une perte 

sélective des motoneurones et impliquant les effets neurotoxiques des astrocytes. Le but de ce travail est 

d’explorer les altérations du métabolisme dans les astrocytes induites par des conditions associées à la SLA. 

Nous avons dans un premier temps mis en place une méthodologie d’analyse spectrométrique (résonance 

magnétique nucléaire et spectrométries de masse) du métabolome cellulaire. Ensuite, nous avons invalidé les 

cellules NSC-34 comme modèle in vitro d’étude de l’excitotoxicité induite par le glutamate. Nous avons enfin 

étudié les altérations métaboliques dans les astrocytes primaires dans des conditions de la SLA et décrit plusieurs 

dysfonctionnements métaboliques dans ces cellules induits par l’expression de la mutation SOD1G93A, par la 

présence des motoneurones sauvages et par l’exposition au glutamate. Ce travail met en évidence les relations 

métaboliques entre la SLA et le métabolisme énergétique cérébral. 

Nos résultats contribuent à la compréhension des altérations métaboliques des astrocytes dans la SLA et 

pourraient aider à appréhender de nouvelles cibles thérapeutiques associées aux altérations métaboliques dans la 

SLA, afin de protéger les motoneurones des perturbations induites par le glutamate. 

Mots Clés : SLA, empreinte métabolomique, glutamate, excitotoxicité, astrocytes, motoneurones, spectrométrie 

de masse 

 

The selective degeneration of motoneuron that characterizes amyotrophic lateral sclerosis (ALS), implicates non-

cell-autonomous effects of astrocytes. The aim of this work is to explore the metabolic status of astrocytes 

exposed to ALS-associated conditions, using metabolomics approach.  

We first, developed a methodology for the analysis of cellular metabolome using different analytical 

technologies, and then we evaluated the relevance of differentiated NSC-34 as an in vitro model for glutamate 

excitotoxicity studies. Finally, we evaluated metabolic alterations in astrocytes in ALS-associated conditions and 

we described several metabolic dysfunctions in these cells induced by the expression of a SOD1G93A mutation, 

the presence of wildtype motoneurons and glutamate exposition. These studies highlight major impacts of ALS 

on the brain energetic metabolism.  

This work provides novel insight for understanding the metabolic dysfunction of astrocytes in ALS conditions 

and opens perspective of therapeutics targets though focus on these metabolic ways, in order to protect 

motoneurons from glutamate injury. 

Keywords:: ALS, metabolomics profile, glutamate, excitotoxicity, astrocytes, motorneurons, mass spectrometry 


