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RESUME

Les études sur les souris transgéniques SOD1éaislisomme modéle de sclérose latérale
amyotrophique (SLA) montrent que les signes cliagjapparaissent quand la majorité des
motoneurones (MNSs) est déja déconnectée de lah@tigpet la force contractile de certains
muscles diminuée de 80%. L’identification des méraes pathologiques précoces est une
étape importante pour améliorer notre compréhendéla maladie et expliquer l'atteinte
préférentielle des MNs observée pendant la SLA.rdNobjectif était de rechercher la
présence d’anomalies précoces deés la naissancaudansdéle souris de SLA. L'analyse
comportementale suggére que des la période pdstniatanutation SOD1-G85R perturbe
la maturation du systeme sensori-moteur des strarisgéniques et ralentit I'expression de
réflexes moteurs comme le montrent les retardsre@sdors des tests de placement et
d’agrippement des membres postérieurs et lors du de retournement. Ces retards
pourraient principalement résulter d'un dysfonatiement des réseaux lombaires de la
moelle épiniére pendant 1a°® semaine postnatale. Pendant cette période, sur les
préparationsn vitro de mcelle épiniere / tronc cérébral, les réseambéires SOD1 sont
difficilement activables lors d’applications phamobgiques. Les enregistrements
électrophysiologiques réalisés pendant cette péragpuient principalement la possibilité
gue la composante glutamatergique possede un Ildaas cette difficulté. Nos données
suggerent la possibilité d’un désequilibre entie riscepteurs AMPA et NMDA dans les
MNs SOD1 avec un défaut lors de I'activation desepéeurs NMDA. En 9" semaine
postnatale, les MNs lombaires SOD1 sont hypoeXeitalet présentent une résistance
d’entrée ainsi qu’un gain plus faibles. Nous maomérgue I'augmentation anormale de la
surface dendritique de ces MNs suffit a expliquetecdiminution de la résistance d’entrée
alors que la baisse du gain indique plutét des fivations de conductances ioniques qui
restent a caractériser. Enfin I'analyse morphologigmontre que les dendrites des
motoneurones SOD1 sont anormalement développéesngblexes. Il est important de
souligner dans le cadre de la maladie que les sagnmie la moelle sacrée et les
interneurones lombaires qui sont épargnés a l'alydteane sont pas concernés par ces
différences. Cela renforce l'idée que les anomajigs nous décrivons sont spécifiques de
la maladie et que des le plus jeune age les MNislaaible privilégiée de la SLA. Dans ce
travail, nous montrons des dysfonctionnements ddgés Nbien avant la dénervation
périphérique et la dégénérescence des axones mdtaumodification de I'excitabilité des
motoneurones pendant la période de maturation digdsumotrices pourrait fragiliser les
jonctions neuromusculaires qui sont une des cjiriesipales de la SLA.
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[Caz*]ext,a: concentration de calcium du milieu de perfusion.

YLong - lOngueur dendritique totale pour chaque motooeeium).

Y sur : Surface dendritique totale pour chaque motoneifam?).

5-HT : 5-hydroxytryptamine ou sérotonine.

AHP : after-hyper-polarization.

AMPA : d-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionicdci

Aqim: aire totale par motoneurone des sections forsgele soma par les dendrites primaires
().

Asoma. Surface membranaire du soma [Enz).

Avans. @ire du soma mesurée dans le plan transveprmi).(

BDNF : Brain-Derived-Neurotrophic- Factor.

BK : conductance potassique (big ou large-condeet@hannels).

Brcmt : nombre de points de branchement pour champieneurone.

Cn: capacité membranaire (en pico-Farad).

CNQX : 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione.

CPGs : Central Pattern Generators.

D : dorsal.

DA : dopamine.

D-APV : acide D-amino-5-phosphonovalérique.

Den : nombre de départs dendritiques pour chaquerrmorone.

DL-TBOA (ou TBOA) : threo-B-benzyloxy-DL-aspartate.

Dpim - diametre moyen des dendrites primaires au déjpasbma pour chaque motoneuropen).
Dsoma: diamétre du soma (gm).

EAACL : Excitatory-Amino-Acid-Carrier-1.

EAAT (1-2-3) : Excitatory-Amino-Acid-Transporteryfte 1, 2 ou 3).

ER : enregistrement extracellulaire.

FF : Fast Fatigable.

Frax : fréquence maximale de décharge d’'un motoneurmsrée sur un créneau de courant.
fmax - fréquence instantanée maximale de déchargendataneurone mesurée entre les detiRA.
FR : Fast Resistant.

Frtnax: maximum feret du soma (g@m).

Frtyin : minimum feret du soma (gm).

G37R, G85R : mutation du gene SOD1 entrainantplacement d’un résidu glycine G par un
résidu arginine R en position 37 ou 85.

G93A : mutation du gene SOD1 entrainant le remphaee d'un résidu glycine G par un résidu
alanine A en position 93.

GLAST : GLutamate-ASpartate-Transporter (aussi BpRAAT1).

GLT1 : GLutamate-Transporter (aussi appelé EAAT2).

GluR(1-2) : Glutamate Receptor (type 1 et 2) (sanités des récepteurs AMPA).
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HVA : High-Voltage-Activated ; conductance actiygaur des potentiels trés dépolarisés.
i.e.:id est = c’est a dire.

Iso : intensité a laguelle le motoneurone déchargeeaftiéquence égale a la moitié dé Ja
laenut: iNtensité de courant pour laquelle le premierd3Aenregistré lors de la rampe montante.
IE : intervalle Inter-Evénements.

IF : Intensité-Fréquence.

Isn » intensité de courant pour laquelle le dernieré®fenregistré lors de la rampe descendante.
IGF-1 : Insulin like Growth Factor-1.

Imax : intensité de courant injectée pour que le maiomee atteigne sa. k.

I-Na, : conductance sodique persistante.

Intensitg.« rampe : intensité de courant injectée au sommiét campe.

I, : courant de rhéobase.

IR : enregistrement intracellulaire.

IS : Initial Segment.

K/O : Knock-Out.

L : lombaire.

Loa : Legs at Odd Angles.

Longnax: plus grande longueur dendritigue du soma a ungitaison pour chaque motoneurone
(Hm).

Longmey: longueur dendritique moyenne du soma vers tdateterminaisons pour chaque
motoneuronep(m).

MK-801 : inhibiteur non compétitif des récepteurglDA.

MNSs : motoneurones.

n.d. : non daté.

n.s. : non significatif.

NF : NeuroFilament.

NGF : Nerve-Growth-Factor.

NMA : N-méhyl-DL-aspartate.

NMDA: N-méhyl-D-aspartate.

NO : oxyde nitrique.

NT3 : NeuroTrophine (type 3)

Ordnax: ordre dendritique maximal pour chaque motoneurone

Ordyy: ordre dendritique moyen de tous les segments @uague motoneurone.

P : post-natal.

PA : Potentiel d’Action.

PAax: amplitude maximal du potentiel d’action (en exgitulaire).

PAseui: seuil de déclenchement du potentiel d’action.

PBS : solution saline de tampon phosphate.

Psoma: PErimétre du soma mesuré dans le plan transvgnsal

RD: Racine Dorsale.

Rin: résistance d’entrée (encj.

ROS : espéce réactive oxygénée.



RV: Racine Ventrale.

SD : Somato-Dendritique.

Sgmt : nombre total de segments dendritiques p&omearone.

SK : conductance potassique (small-conductancenehs)in

SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique.

SLAf : Sclérose Latérale Amyotrophique familiale.

SLAs : Sclérose Latérale Amyotrophique sporadique.

SOD1 : Super Oxyde Dismutase 1.

SODT"™: Super Oxyde Dismutase 1 non mutée d’origine hoeai
TrmOrd,y: ordre dendritique moyen des segments terminaux gftaque motoneurone.
Trms : nombre de segments terminaux par motoneurone

TTX : tétrodotoxine.

V : Ventral.

WT : Wild-Type (sauvage).

Tn: COnstante de temps membranaire (Ms).
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INTRODUCTION GENERALE

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), initiaggrndécrite par le neurologue francais
Jean-Martin Charcot & la fin du®%siécle (Charcot, 1865) est une maladie neurol@giqu
dégeénérative fatale, responsable de handicaps ra@éuveres et évolutifs. La faiblesse
musculaire de départ évolue rapidement vers uradysé compléete et la SLA conduit au
déceés du patient en raison d’une insuffisance r&sie. Son évolution est généralement
rapide (entre 1 et 5 ans). La SLA est aussi appe@dadie de Charcot en France, maladie
du motoneurone au Royaume-Uni (motor neuron dis@é4N®) et elle est plus connue aux
Etats-Unis sous le nom deu Gehrig’s diseas@u nom d’un célebre joueur de baseball

des années 30 mort d’une SLA).

La découverte en 1993 chez des patients atteirié dade mutations du géne codant pour
la superoxyde dismutase 1 (SOD1) (Roskal, 1993) a rapidement été suivie de
I'élaboration de souris transgéniques SOD1 utiisgmmme modele de la maladie (Bruijn
et al, 1997; Gurnet al, 1994; Wonget al, 1995), aprés I'incorporation dans le génome
de ces souris de genes humains SOD1 avec desanstegirouvées dans des cas de SLA.
Plusieurs modéles de souris exprimant des mutaB@i31 différentes mais toutes
responsables de la maladie récapitulent la paeafgsirtelle observée chez les patients
humains. De la méme maniére, les rats possédagedes SOD1 humains mutés
développent les signes pathologiques de la SLA (blaoshet al, 2002; Nagaget al, 2001).
Les études des modéles SOD1 ont établi que chemngmaaux la maladie est provoquée
par I'acquisition d’'une nouvelle propriété toxigde la protéine SOD1 mutée plutbt que par
une perte ou une réduction de I'activité catalytigie cette enzyme (Bruigt al, 1998).

L’expression sélective du gene muté dans divemsstge cellules a prouve que la mutation
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de cette enzyme ubiquitaire affecte les neurondsum®et les cellules voisines non
neuronales telles que les astrocytes entrainast @ activation des cellules microgliales
associée a une réponse inflammatoire (Boileal, 2006b; Nagaet al, 2007). Bien que
I'atteinte motoneuronale soit essentielle danspfexsion du phénotype clinique (Goetg
al., 2000), I'atteinte des astrocytes et I'activatitanla microglie participent aux processus
pathologiques (Boilleet al, 2006b; Yamanakat al, 2008). La diminution de I'expression
de la protéine SOD1 mutée au niveau des astromfti@sle I'activation microgliale et
ralentit la progression de la maladie sans retdiagparition des signes de paralysie
(Yamanakeet al, 2008). Aucune thérapie a ce jour ne permet déVissue fatale de la

maladie.

Les études histologiques réalisées en post-morfgant& de tissus humains, décrivent des
caractéristiques pathologiques retrouvées au nigeaumotoneurones de patients SLA
(pour revue Leigh et Swash, 1995). Il a principaahété observé des inclusions
cytoplasmiques contenant des microtubules et desaimes associés au réticulum
endosplasmique rugueux, des agrégats protéiquesitihisés plus larges que les
inclusions et ressemblant au corps de Lewy et aognaulation de neurofilaments
retrouvée au niveau axonal. Des études réalis@zsdds patients SLA ont montré par
vidéo-microscopie un ralentissement du transparhakrétrograde. Des anomalies
concernant les microtubules et le moteur moléaailaint aussi été rapportées dans les nerfs
périphériques des patients (pour revue Leigh esBWED95). A ces caratéristiques
concernant les motoneurones, il faut aussi asslacparte, au niveau de la moelle épiniére
et du cortex moteur, d'un transporteur glial duahoate participant a la clairance de cet

acide aminé excitateur (Rothsteihal, 1995).

Chez les modéles de souris, les membres postesent les premiers paralysés a I'age

adulte. Cette paralysie est la conséquence duaége des jonctions neuro-musculaires et
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de la diminution du nombre d’unités motrices footielles qui débutent beaucoup plus t6t
(Freyet al, 2000; Hegedust al, 2007; Puret al, 2006). Les déconnections entre les
motoneurones et les fibres musculaires pour legsimotrices du type rapide fatigable (FF
pourfast fatigable Ilb) s’observent bien avant la manifestation tdémotype clinique et

ces motoneurones perdent ensuite leurs branchiamurculaires (Puet al, 2006).

Pendant cette période, les fibres musculaires aemd@es sont alors partiellement
réinnervées par les motoneurones du type rapigags(FR poufast resistant lla) qui a
leur tour se déconnectent et perdent leurs branintrasnusculaires (Puet al, 2006). Le
phénotype clinique {isigne de paralysie) est apparent chez ces animaand 90% des
motoneurones du type rapide (FF + FR) ne sontquosectés a la périphérie (Petnal,
2006). La perte de motoneurones, significative dleréa manifestation du phénotype
clinique, représente un évenement tardif de la dii@ruijn et al, 2004; Dal Canto et
Gurney, 1995; Gurnest al, 1994; Puret al, 2006). Lors de I'apparition du phénotype
clinique diverses marques pathologiques sont reées; comme des vacuoles résultant de
la dégenérescence d'organelles (Dal Canto et Guii®®d; 1995), des agrégats protéiques
ubiquitinisés au niveau des motoneurones et descgis (Bruijnet al, 1997; Stiebeet

al., 2000), des modifications de la perméabilité degpteurs au glutamate (Zheioal,

2008) ou encore une diminution de la clairanceldtagate (Bendottet al, 2001 ; pour

revue Bruijnet al, 2004).

Les analyses réalisées sur les patients humales etodeles animaux montrent que la
maladie commence bien avant I'expression du ph@eatiinique, suggérant une longue
phase précliniqgue pendant laguelle la maladie digactive n’est pas symptomatique. Les
mécanismes physiopathologiques impliqués dansrta gdes motoneurones sont divers et
complexes et certains d’entre eux sont étroiteri@ntCela explique pourquoi quinze ans

apres la découverte de la mutation SOD1 dans @dedecSLA, aucun consensus ne s'est
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encore dégageé sur la nature des cibles initialés oeladie. De par la multiplication des
mécanismes mis en jeu au cours de I'évolution dedkadie, il semblait donc intéressant
d’essayer d’appréhender la physiopathologie déRa@Bus en amont afin de caractériser
la ou les modifications initiales qui entrainent @echainement de processus pathologiques

puis la mort des motoneurones.

L’identification des mécanismes initiaux qui entexit la perte progressive des
motoneurones est une étape cruciale dans I'optiguee thérapie chez 'homme.
Récemment des équipes de recherche ont commehedier éles changements
d’excitabilité corticale chez des sujets asymptaguais porteurs d’une mutation SOD1
(Vucic et al, 2008). Dans I'optique de rechercher des mécamigréxoces, les modéles
animaux de la maladie sont un outil majeur poudiétda phase pré-symptomatique. Les
études sur les modeles SOD1 montrent clairemenliegyaemiers signes cliniques
apparaissent quand la majorité des motoneuronésiéoannectés de la périphérie (Rain
al., 2006) et la force contractile de certains musadéga diminuée de plus de 80%
(Hegedust al, 2008). Bien avant cette déconnection, la modificaphysiopathologique
la plus précoce montrée a ce jour concerne letisggment du transport axonal des
motoneurones SOD1 dés la période embryonnairedKétral, 2005). En période
postnatale, des la naissance, des fractions seldbl@rotéines SOD1 mutées avec une
mauvaise conformation stérique sont détectéesldarr®nes motrices plus tard affectées
par la maladie (Zetterstroet al, 2007). Tres tot, I'appareil de Golgi est fragnéedans les
motoneurones de souris SOD1 (Mourelabal, 1996). Il faut aussi considérer les études
faites a partir de cultures de moelles embryoneateost-natales qui montrent que les
motoneurones SOD1 possedent dans leur génome plés ieune age, les capacités pour
développer des propriétés pathologiques comme yperdxcitabilité (Kucet al, 2004;

Kuo et al, 2005; Pieriet al, 2003a) ou une plus grande susceptibilité a ured/apoptose
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(Raoulet al, 2002). Ces mécanimes pourraient participer atlagbogie, la difficulté étant

de savoir a quel moment ils se manifesterivo.

Ce travail de these s'inscrit dans cette logiquesdberche de signes précoces de la
maladie. Par une approche pluridisciplinaire atlisiectrophysiologie, la pharmacologie,

la morphométrie ainsi gu’une approche comportenient@aus avons étudié les souris d’'un
modeéle SOD1 pendant la période postnatale. Lorggaee travail a été entrepris, aucune
donnée n’était disponible concernant les caratiguiss électriqgues et morphologiques des
motoneurones de souris SOMIsitu. La SLA affecte de facon préférentielle le systeme
moteur ; ce travail est donc axé sur le développéehes composantes motrices du systéme
nerveux des souris. Nous avons abordé successivéawzuisition de réflexes moteurs, le
fonctionnement des réseaux spinaux et la caraatiémsdes propriétés électriques et

morphologiques des motoneurones.
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VUE D’ENSEMBLE SYNTHETIQUE SUR
LA SCLEROSE LATERALE AMYOTROPHIQUE
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Les déficits moteurs observés pendant la SLA soobhséquence de la perte progressive
des neurones moteurs de la moelle épiniére, da térébral et du cortex (pour revue
Bruijn et al, 2004, Cleveland et Rothstein, 2001; Julien, 20G&pendant, I'atteinte n’est
pas purement motoneuronale et de nombreuses éhatggent que I'environnement glial
joue un role important dans la physiopathologi¢ad®aladie (Clemergt al, 2003; Di
Giorgio et al, 2007; Linoet al, 2002; Nagaet al, 2007; Pramatarowet al, 2001).

Certains noyaux moteurs du tronc cérébral comme iceiervant la musculature extra-
oculaire sont pour des raisons encore mal conmaag®@es par la maladie (Haenggeli et
Kato, 2002; Reineet al, 1995). La SLA est aussi fréquente en incidenoe\eaux cas

par an) que la sclérose en plaque (maladie aveellacelle n’a aucun lien), mais du fait de
son évolution extrémement rapide, sa prévalenaalin® de patients touchés en méme
temps) est faible. Elle est de 5 a 7 pour 100 G@ftants (McDermott et Shaw, 2008). Il
est difficile d’avoir un chiffre exact de l'incidea de la SLA car elle varie selon les études
de 0,98 a 2,25 cas pour 100 00 habitants, la meysrandiale se trouvant autour de 2 cas
pour 100 000 habitants (McDermott et Shaw, 2008n&uet Talbot, 2008). Il faut noter
gue l'incidence de la SLA augmenterait de 200% remvious les vingt ans dans les pays
occidentaux (Swash et Desai, 2000). Cependantaegt@entation pourrait simplement
refléter 'amélioration de la détection des malagiasles cliniciens ou s’expliquer par un
effet direct de 'augmentation de la durée de Ereeffet 'dge médian des patients au
début de la maladie est de 55 ans environ et ld'picidence de la maladie se situe entre

60 et 75 ans.

Diagnostic et tableau clinique.

Le signe de début de la maladie le plus fréqueniresrouble moteur d’'un membre dans

58 a 81% des cas selon les études (Pradat et Baun€t006b). Ces formes a « début
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périphérique » sont les plus fréquentes et toughlestvolontiers des hommes. Des
troubles de la phonation ou de la déglutition $essignes cliniques initiaux dans 19 a

35 % des patients selon les données (Pradat eet®aun 2006a). Ces formes bulbaires
touchent le plus souvent des femmes aprés 65 an@mlsence de marqueur biologique, le
diagnostic de SLA repose essentiellement sur I'exaneurologique. Il est appuyé par des
examens électrophysiologiques qui confirment liateedes neurones moteurs (Broain

al., 2001) et par la normalité des autres examenammoent des examens biologiques.
Globalement, il existe une prépondérance mascolnectérisée par un rapport de 3/2.
Dans le tableau clinique précoce, les malades pigrsiedes fasciculations qui tendent a
disparaitre avec I'évolution de la maladie. Cesitagations, aisément détectables sur les
enregistrements électromyographiques, générenidrément des crampes musculaires. La
progression des symptomes au cours du temps estieecomme un critére de diagnostic
indispensable (Browat al, 2001). L’atteinte puis la diminution du nombre de
motoneurones entraine un déficit moteur progréssifuant vers une atrophie musculaire.
Les technigues électro-neuro-myographiques perntattaborder le nombre et la taille des
unités motrices et donc d’évaluer la perte desores moteurs ainsi que la réinnervation
compensatrice (Pouget, 2006; Schreedl, 1999). L'étude de I'atteinte des neurones
moteurs du cortex, plus difficiles d’acces, peut & alisée par I'analyse des potentiels
moteurs évoqués par stimulation magnétique trangarée (Attariaret al, 2008). Chez

les patients a un stade précoce de la maladieuledsactivation de la voie cortico-spinale
est diminué (Pougedt al, 2000). Cette diminution semble résulter d’'unedmggcitabilité
des motoneurones spinaux due a des réorganisatinaptiques des projections corticales
sur les motoneurones survivants (Attargral, 2006). Le rythme d’aggravation est
variable, allant de quelques mois a plus de cirsg Bans les formes complétes, les patients

sont grabataires, présentent une atrophie museuaportante et ne peuvent ni parler ni
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déglutir. L'atteinte de la phonation et de la déigilon (atteinte bulbaire) n’est pas
systématique et touche environ 80 % des patietdébat périphérique (Pradat et

Bruneteau, 2006a).

Etiologie de la maladie.

La majorité des cas de la SLA est d'origine incanetl’affection est dite sporadique
(SLAS) (Turner et Talbot, 2008). Dans les SLAs spurs genes ont été identifiés comme
genes de susceptibilité pouvant jouer un role tiétislogie de la maladie (Simpson et Al-
Chalabi, 2006; Turner et Talbot, 2008). Parmi c&aseg on peut citer ceux codant pour
I'angiogénine, I'apolipoprotéine E, le CNTF (pdiliary NeuroTrophic Factay, la
protéinetau associée aux microtubules, la chaine lourde de®fi@aments, la péripherine,
la protéine SMN (pouBurvival Motor Neuro) et le VEGF (pourVascular Endothelial
Growth Facto) (Simpson et Al-Chalabi, 2006). Ces études essayassocier des
phénotypes SLA et des génes candidats sont meyegzdsrhent et devront étre réalisées a
grande échelle pour avoir plus de significativitépendant, ces études suggerent un role
important de la génétique dans les SLAs en appanenic héréditaires (Simpson et Al-

Chalabi, 2006; Turner et Talbot, 2008).

En dehors des cas sporadiques qui sont les plyseinés, les autres cas de SLA sont
héréditaires. Les patients présentant ces formestigaes de SLA sont atteints de SLA
familiales (SLAf). Les SLAf ont un mode de transsiis autosomique dominant pour la
majorité des cas (Rowland et Shneider, 2001). Bouron 20 % des patients SLAf
génotypes, il est clairement établi que la mal&dieve son origine dans une mutation
ponctuelle sur le gene codant pour 'enzyme cytqeela Cu,Zn de la superoxyde
dismustase (SOD1) (Gros-Lowgs al, 2006; Rosert al, 1993). Il est important de noter

gue, selon les études, 2 a 7% des patients spaesdspnt aussi porteurs d’une mutation du
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géne codant pour la SOD1 (Andersen, 2006; Coreadd, 2006; Jacksoet al, 1997).

Ces données montrent qu’au moins une partie des phbséde une origine génétique et
gue la stricte division SLAs / SLAf est problématg(Simpson et Al-Chalabi, 2006;
Turner et Talbot, 2008). Le nombre de SLAf est foae probablement sous-estimé pour
plusieurs raisons (pour revue Andersen, 2006). ®part, le génotypage n’est pas
systématique. D’autre part, pour qu'une SLAf saiggiostiquée il faut qu’un des
ascendants du malade soit décédé d’'une SLA cestjsoavent difficile & prouver. En
I'absence de génotypages parentaux, un cas is@é&A@ourrait étre sporadique, familial
a transmission dominante, familial a transmissénessive, porteur d’'une mutation
répertoriée mais avec une faible pénétrance, aeyrod’'une nouvelle mutation encore
inconnue (Andersen, 2006). Les mutations a I'oggie SLAf ne sont pas encore toutes
répertoriées. Par exemple, pour le géne SOD1,nébrde mutations connues augmente
avec I'avancement des recherches sur le sujet (poue Bruijnet al, 2004; Cleveland et
Rothstein, 2001; Julien, 2001). Le fait que lesrfes familiales et sporadiques soient
cliniguement impossibles a distinguer suggere $&xice de mécanismes
physiopathologiques communs (Gruznedral, 2007). Cette derniere étude, réalisée a
partir de tissus de patients humains de SLAf l&@éase mutation SODL1 et de SLASs,
confirme les données obtenuewitro etin vivo sur des souris SOD1 montrant que la
protéine SOD1 non mutée sous sa forme oxydée gamine la protéine mutée, étre
toxique pour les motoneurones (Eetial, 2007; Rakhiet al, 2004; Rakhiet al, 2002).
Ces études montrent que la protéine SOD1 oxydéegibétre a I'origine de la SLA chez
des personnes ne présentant pas de mutations e &@nl (pour revue Kabastt al,
2007). Il faut cependant noter que I'age d’appamities formes familiales est plus précoce
(environ 45 ans) et que leur évolution est plusdeague dans les formes sporadiques.

Cette différence peut refléter le fait que les fesnmfamiliales diagnostiquées restent celles
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qui ont les plus fortes pénétrances (Andersen, ;ZDOer et Talbot, 2008). Les multiples
mutations du géene codant pour la SOD1 sont unseldes causes directes de SLA
connues a ce jour (Rosenal, 1993; Turner et Talbot, 2008). Avec le géne SQtirig
autres génes répartis sur onze loci ont été idémnttbmme origine de SLAf quand ils
présentent une mutation (Gros-Loetsal, 2006; Turner et Talbot, 2008). Mises a part les
SLAf avec une mutation du géne SOD1, les autrestious ont été retrouvées dans des
formes atypiques de la maladie comme par exemglftenes juvéniles liées a des

mutations du gene Als-2 (Gros-Lowtsal, 2006; Turner et Talbot, 2008).

Les facteurs de risque.

Les facteurs de risque les plus couramment avawrddes traumatismes (Cratal,

1999), les chocs électriques (Abhiretval, 2007; Zoccolellat al, 2008), une activité
physique intensive (Longstre#t al, 1998; Scarmeast al, 2002) et I'exposition a des
produits neurotoxiques comme des solvants ou déesuméurds (Adamst al, 1983;
Roelofs-Iversoret al, 1984; Wakayamat al, 1996). Enfin, des exemples, comme
I'observation de formes conjugales de SLA, souligi@nportance de facteurs
environnementaux (Corcet al, 2003; Rachelet al, 1998). Dans ce cadre, il faut noter
'augmentation de l'incidence de formes précoceSd& parmi les vétérans de la guerre
du Golfe et de 'armée américaine (Haley, 2003;rdoet al, 2003; Rose, 2003) ou
'augmentation du nombre de SLA parmi les joueutggssionnels de football en Italie
(Chioet al, 2005) et de football américain en Ameérique dud\@tbel, 2007). Ces
données soulevent principalement le probleme ddidation de produits toxiques.
L’existence de foyers de haute incidence dans ddigae ouest, comme sur I'lle de Guam
ou il a été observé une forte augmentation deitlece de SLA dans les années 50 (Cox

et Sacks, 2002; Kurland, 1988; Spenekal, 1987), souligne aussi le réle de
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'environnement. En effet, une des hypothéses aemétait la consommation quotidienne
par les autochtones de cycas circinalis, une plaorigenant de I'acide béta-N-
méthylamino-L-alanine, neurotoxique a forte dosee ldossible prédispostion génétique
des populations locales a aussi été proposée YBafiison et al, 1993; McGeeet al,

1997). Cependant, il semblerait que méme un céjotisdans cette ile augmente le risque

de développer une SLA (Majoor-Krakawetral, 2005).

Les souris transgéniques SOD1, modeéles de SLA.

L’introduction dans le génome de souris de plusi@apies du gene SOD1 humain muté a
permis la construction de souris transgéniqueséts comme modéle de la maladie
(Bruijn et al, 1997; Gurneet al, 1994; Wonget al, 1995). Plus récemment, cette
manipulation génétique a aussi été réalisée chett (Bunlopet al, 2003; Howlancet al,
2002). Actuellement on dénombre quinze modéleodasstransgéniques SOD1 dont neuf
possédent dans leur génome un géne SOD1 humaimuageaunutation ponctuelle sur un
codon (Turner et Talbot, 2008). Trois principauxd®les correspondant a trois mutations
différentes sont bien caractérisés et restentllessqpuramment utilisés dans les recherches
sur la SLA avec par ordre décroissant d’utilisatites modeles SOD1-G93A, SOD1-

G37R et SOD1-G85R (Bruijat al, 1997; Gurnet al, 1994; Turner et Talbot, 2008;
Wonget al, 1995). Ces souris transgéniques présentent uropipe et des signes
pathologiques qui récapitulent la pathologie humawec une dégénérescence progressive
des motoneurones entrainant un déficit moteurlpuisort des animaux (Browet al,

2000; Bruijnet al, 1997; Cleveland et Rothstein, 2001; Gureegl, 1994; Turner et

Talbot, 2008; Wongt al, 1995). Il faut souligner que la pathologie neane pas

seulement les motoneurones spinaux et il a étéréndans le modele SOD1-G93A une

-24-



atteinte évolutive des voies cortico-spinale ebbtdpinale progressant avec I'age des

animaux (Zang et Cheema, 2002).

Le modéle G93A possede I'avantage de développaaladie rapidement. Les souris
présentent entre 3 et 4 mois des tremblements degores inférieurs, des signes de
faiblesse musculaire, des déficits moteurs évoluarg une paralysie compléte et les souris
meurent entre quatre et six mois (Gureéewl, 1994). Les souris du modéle G93A initial
(Gurneyet al, 1994) possedent 18 copies du transgéne mutgctvité catalytigue SOD1
de ces souris est onze fois supérieure a cellealess sauvages (Dal Canto et Gurney,
1994; Gurneyet al, 1994; Turner et Talbot, 2008). Depuis, deux leg&93A issues du
modéle initial sont commercialisées et courammélisées dans les recherches sur la
SLA. La premiére avec un grand nombre de copidsatisgene“high expressor line”ou
G93A-G1H avec 25 copies) (Chat al, 1995), et la seconde avec un nombre réduit de
copies {low expressor line”ou G93A-G1L avec huit copies) (Gurney, 1997). Li\ate
catalytique SOD1 totale des souris G93A-G1H edbis3supérieure a celle des souris
sauvages (Chiaet al, 1995; Gurney, 1997). Les souris G93A-G1H présgrdes
vacuolisations cytoplasmiques qui représentent pattie la dégradation des
mitochondries (Dal Canto et Gurney, 1994; Gureegl, 1994). On retrouve aussi ces
vacuolisations dans le modele G37R dans lequedhlisz catalytique SOD1 est 14,5 fois
supérieure a celles des souris sauvages (Wboahg 1995). Ce type de vacuolisations est
rarement décrit dans les analyses post-mortem|timmame (Bergemalnet al, 2006; Dal
Canto et Gurney, 1994; 1997; Sasekal, 1998; Turner et Talbot, 2008). Dans les
modeles G93A-G1H (Chiat al, 1995) et G37R (Wonet al, 1995), la forte quantité de
protéines SOD1 humaines pourrait favoriser I'agparide ces vacuolisations (Bergemalm
et al, 2006). En effet, dans le modéle G93A-G1L (avetsde copies du transgene) ces

vacuolisations ne sont pas retrouvées (Dal CanBugatey, 1997; Jaarsned al, 2000). De
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plus on retrouve ces vacuolisations chez les squrisurexpriment une SOD1 humaine
non mutée catalytiquement active (SO bien que ces souris ne développent pas de
pathologie type SLA (Dal Canto et Gurney, 1994ysaaet al, 2000; Tuet al, 1996). De
plus dans les souris SOMT, une dégénérescence motoneuronale associée a une
axonopathie est décrite chez les animaux agésGaxatio et Gurney, 1994; 1995; Jaarsma
et al, 2000). Une récente étude rapporte une perte deddOnombre de cellules de la
corne antérieure de la moelle épiniére des so@B18'™ agées de 600 jours environ
(Jonssoret al, 2006). Ces données suggerent que pour les ma@e®s-G1H et G37R la
forte surexpression de la protéine SOD1 humainec&ss a une importante augmentation
de I'activité catalytique SOD1 totale des animasixume condition qui entraine
I'apparition de marques pathologiques (exemplead#éljradation des mitochondries) et de
signes de dégénérescence des motoneurones guitrgasspécifiques de la SLA

(Bergemalmet al, 2006; Jaarsma, 2006; Turner et Talbot, 2008).

Par rapport aux modeles G93A-G1H et G37R, le nordbreopies de gene humain muté
dans la souche G85R de la lignée 148 (la pluséélparmi les modéles G85R) est plus
faible (15 copies contre 25 pour les G93A-G1H)uetaut le rapport entre la protéine
SOD1 endogene et la protéine SOD1-G85R est de rlip(ruijn et al, 1997). De plus,
l'activité catalytique de I'enzyme humaine SOD1-®&88st nulle (Bruijret al, 1997). Par
conséquent, I'activité enzymatique totale SOD1 dwlébe G85R n’est pas modifiée et elle
est donc similaire a celles des souris sauvagesjiiBat al, 1997; Bruijnet al, 1998). Il

est d’ailleurs important de souligner que les véisations décrites pour les modeles
G93A-G1H et G37R ainsi que pour les souris SBBm’ont pas été retrouvées dans le
modele G85R (Bruijret al, 1998) ni dans le modele SOD1-G86R, pour lequihblesgéne
muté est d’origine murine et la mutation G86R I'égient chez la souris de la mutation

G85R chez 'homme (Rippst al, 1995). Cette différence peut étre la conséqudada
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plus faible expression de la SOD1-G85R dont I'atgticatalytique est nulle (par rapport
aux surexpressions de SOD1-G93A et SOD1-G37R agt{Beuijn et al, 2004). Ces
différences majeures rendent le modele SOD1-G86Rmioche de la pathologie humaine
(Williamsonet al, 1998) par rapport aux modeles G37R et G93A. Rsusouris SOD1-
G85R (lignée 148), le phénotype clinique est apgagatre 8 et 10 mois et I'évolution est
trés rapide (2 a 3 semaines) (Brwnal, 1997; Bruijnet al, 1998). Un ralentissement du
transport axonal et la formation d’agrégats degines SOD1 dans les neurones et les
astrocytes sont visibles avant I'observation desnpers troubles moteurs (Bruigt al,

1997; Williamson et Cleveland, 1999).

Les souris K/O pour le géne SOD1 (Reawghal, 1996) comme les souris SOM1 (Deng
et al, 1993; Kunsket al, 1997; Wong et Borchelt, 1995) ne développentip& A.
Cependant, I'absence de la protéine SOD1 cheolesK/O diminue les capacités de
réinnervation des fibres musculaires et ces sad@igloppent une axonopathie distale
(Shefneret al, 1999). La co-expression de I'enzyme humaine S@@imutée dans le
modele G85R ne modifie pas I'évolution de la madgd@ruijnet al, 1998; Fukadat al,
2001) et serait méme toxique dans le modeéle avewitation G93A-G1L pour lequel on
note alors une accélération des processus pathjakg(Jaarsmet al, 2000). La
suppression de I'enzyme endogéene SOD1 des soubd ®B5R est aussi sans effet sur
I'évolution et I'issue de la maladie (Bruigt al, 1998). Ces données amenent a la
conclusion que la physiopathologie dans les mod&®@31 résulte d’'un gain de fonction
toxique de la protéine SOD1 mutée et non d’'unespantd’une diminution de son activité
catalytique (Bruijret al, 2004; Cleveland et Rothstein, 2001; Jaarsma,;200&n, 2001;
Turner et Talbot, 2008). Les principales anomales modéeles SOD1-G93A-G1H et

SOD1-G85R sont présentées de facon chronologiqueelda tables A et B.
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TABLE A : modele souris SOD1-G93A-G1H (forte expresion de la protéine mutée).

Stade embryonnaire (E13,5

) Ralentissement du testhaponal rétrograde

(Kieraat al, 2005)

Naissance (PO0)

Fractions solubles de protéines S@ddes (avec mauvaise conformati
stériques) enrichies dans la moelle épiniére

piiZetterstromet al, 2007)

P31 Fragmentation de I'appareil de Golgi (Mourelatoset al, 1996)
P38-P46 Diminution du nombre de vésicules synaptiglans les terminaisons (Punet al, 2006)
motrices de type FF
P40 Diminution du nombre d’unités motrices assoai@ee baisse de force | (Gordonet al, 2007; Hegedust
tétanique dans le gastrocnémien (muscle contenajoritairement des al., 2007)
fibres de type FF)
P45 Modifications des récepteurs AMPAde GluR1 et de GIuR?2) (Zhaet al, 2008)
P48-P52 Dénervation des fibres rapides fatigaldesntembres postérieurs (type FHFreyet al, 2000; Puret al,
2006)
P50 Baisse du nombre de MNs lombaires marqués lorgedtion de (Ligon et al, 2005)
fluorogold ; diminution de la force d’agrippememsdnembres postérieurs
P50-P55 Dégénérescence des branches axonalesustidaires des MNs du type | (Punet al, 2006)
FF
P60 Formation a haut poids moléculaire de SOD1 enprtécédant les agrégats (Johnstoret al, 2000)
Co-agrégation des protéines SOD1 avec la dynéine (Zhanget al, 2007)
Perte de 80% de la force contractile isométrigueendescles (type FF) (Hegeduset al, 2008)
P80 Atrophie musculaire du muscle gastrocnémien ey(@ral, 2000)
P80-P90 Dénervation des fibres rapides résisates membres postérieurs (type | (Punet al, 2006)
FR)
Perte compléte des branches axonales intramussitiés MNs FF
P90 Transcription de GLT1 plus faible (Rothsteinet al, 2005)
P90 Symptémes cliniques®(signe de paralysie) (Dal Canto et Gurney, 1995;
Agrégats protéigues retrouvées dans les motonesirone Gurneyet al, 1994)
P98-120 Diminution de GLT1 avec I'age des animawxigeau de la corne ventrale(Bendottiet al, 2001)
de la moelle.
P120 Mort des animaux (Chiuet al, 1995; Dal Canto et

Gurney, 1995; Gurnegt al,
1994)
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TABLE B: modele souris SOD1-G85R (homozygotes)

P3-P6 Défaut d’activation des réseaux lombairds deoellein vitro (Amendolaet al, 2004, annexe 1)
AHP des motoneurones plus longue non publié (these Amendola, Chap. IV
P3-P10 Retard d’expression de réflexes neurologigEficits moteurs transitoires (Amendelzal, 2004)
P6-P10 Diminution du gain des MNs lombaires enteggsen tranche (Pambo-Pandial, 2008)
P6-P10 Diminution du gain et de la résistance d&ntles MNs lombaires enregistrés en | (Borieset al, 2007)
moelle entiére
P8-P10 Augmentation anormale du nombre de branatitsreede la surface des dendrites| (Amendola et Durand, 2008, annexe |
des MNs lombaires
n.d. Fragmentation de I'appareil de Golgi (Ligon et al, 2005; Stiebeet al, 2004)
P150 Baisse du nombre de vésicules synaptiquedeaterminaisons motrices de type FF  (Bual, 2006)
P167 Co-agrégation des protéines SOD1 avec lamyif@on recherché antérieurement) (Zheangl, 2007)
P180 Agrégats avec SOD1 mutée dans les MNs estiexgtes (Bruijret al, 1997)
P190 Dénervation des fibres rapides résistantemdatbres postérieurs (type FR) (Punet al, 2006)
Perte compléte des branches axonales intramusesitiés MNs FF
P195-P240 Diminution progressive du nombre d’axaleegros calibre dans les racines (Bruijn et al, 1997)
ventrales lombaires
P225 Phénotype clinique apparent=dignes de paralysie (Bruigt al, 1997)
P240 Dégénérescence des MNs — Diminution de 50&L.dd au niveau spinal - Mort des(Bruijn et al, 1997)

animaux

)



Les mécanismes physiopathologigues connus.

Sur la base d’études histologiques biochimiquegerétiques réalisées en post-mortem a
partir de tissus humains de patients SLA, plusipussessus pathologiques semblent
participer a la dégénérescence des motoneuronsdal8hA et certains sont retrouvés
dans les modeles transgéniques de souris SODlivAawndes motoneurones des souris
SODL1 on observe principalement des signes d’agoégptotéique, d’accumulation de
neurofilaments, de perturbation du transport axat@toxicité du glutamate et de

déreglement de 'homéostasie calcique (Breijmal, 2004).

=  Agrégats protéiques

Dans les modeles transgéniques, les protéines $QUbdes forment des agrégats
protéiques visibles dans les motoneurones adbtesif et al, 1998). Comprendre le réle
de ces agrégats protéiques est aujourd’hui unpridespales voies de recherche sur la
SLA (Rakhitet al, 2007; Shaw et Valentine, 2007). L’hypothese ppale de ces
recherches repose sur I'observation d’une mauwvais®rmation stérique des protéines
SOD1 mutées dont découle leur capacité a s’agesdegs elles et a séquestrer des
composeés essentiels au fonctionnement des neui@le®land et Liu, 2000; Johnsten
al., 2000; Rakhiet al, 2007; Shaw et Valentine, 2007; Valentine et H&003). Dans les
modeles SOD1, ces agrégats peuvent ralentir Isgoehaxonal en séquestrant la dynéine,
un moteur moléculaire du transport axonal rétrog@anget al, 2007). D’autres auteurs
voient la formation des agrégats protéiques commghénomene protecteur qui
séquestrerait les protéines mutantes SOD1 et emp@@clkeur(s) action(s) toxique(s)
(Bruijn et al, 2004). Un tel mécanisme « neuro-protecteur ¥ gp&tposé pour la maladie
de Huntington (Arrasatet al, 2004; Bruijnet al, 2004). Dans cette derniéere étude

(Arrasateet al, 2004), les auteurs ont développé un systemed#®arnicroscopie qui
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permet d’observer les mémes cellules a différenesvalles de temps. Beaucoup de
neurones meurent sans avoir formé d’agrégats pietéine mutante huntingtine et les
cellules dans lesquelles on retrouve les agrégats/ent plus longtemps en raison d’'une
baisse du niveau de la protéine mutante « librans de cytoplasme des cellules. Il a été
conclu que dans les modeles de la maladie de Hytatida formation des agrégats est un
mécanisme cellulaire qui permet de répondre axigité de la protéine mutante (Arrasate

et al, 2004).

= Stress oxydatif

Le stress oxydant (ou stress oxydatif) est un typgression des constituants de la cellule
dU aux especes réactives oxygénées (RR@8ctive Oxygen Species anglais). Le stress
oxydatif est défini par un ensemble de processushibniques qui résultent de I'action
delétére des ROS (produits de la respiration @) sur les protéines intracellulaires, les
lipides membranaires et les acides nucléiques.ddgeadation excessive de ces
composants entraine la mort cellulaire. De nomla®eszymes, dont la SOD1, catalysent
la dégradation des ROS en molécules dépourvuescaité et ainsi protegent les cellules
contre le stress oxydatif. La SOD1 est une métadk@ine cytosolique avec une activité
enzymatique qui accélére la dismutation de I'asioperoxyde en oxygene moléculaire et
peroxyde d’hydrogéne (Cleveland et Rothstein, 200lien, 2001). Le peroxyde
d’hydrogene est aussi une ROS qui est ensuite dégiar la glutathione peroxydase en
molécules d’eau et d’alcool assimilables par I'oigeme (Cleveland et Rothstein, 2001;
Julien, 2001). Les enzymes SOD1 mutées catalyseitags rapidement la réaction inverse
des enzymes SOD1 sauvages entrainant une éléaatiomale des ROS a partir du
peroxyde d’hydrogéne (Wiedau-Pazisl, 1996). Cependant le fait que la surexpression

ou la suppression de I'enzyme endogéne SOD1 des SI0D1-G85R soient sans effet sur
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I'évolution et I'issue de la maladie exclut la pbdié que ce mécanisme joue un réle
majeur dans la physiopathologie de la maladie (Betial, 1998; Royet al, 1998). Une
autre hypothese est que la mauvaise conformati®pmdéines SOD1 mutées permet
I'accés au site catalytique de nouveaux substtaésies conféere de nouvelles capacités
enzymatiques qui entrainent la nitration de résigussine de multiples protéines a partir
des ions peroxynitrites (Beckmanal, 1993; Cleveland et Rothstein, 2001; Estesteal,
1999). Récemment il a été montré que les prot&@H31 mutées interagissent avec une
forte affinité (supérieure la SOD1 normale) ave@ativateur de la NADPH oxydase, un
complexe enzymatique producteur d’anions superaxydarrazet al, 2008). Cette forte
affinité bloque la NADPH oxydase dans son étaf attentraine alors une multiplication
par dix de la production d’anions superoxydes qui £n partie relargués dans I'espace
intercellulaire (Harrazet al, 2008). En traitant & partir de 18" semaine postnatale, les
souris G93A avec de I'apocynine (un inhibiteur @®&IADPH oxydase) la durée de vie des

animaux passe de 125 a 238 jours (Haetead, 2008).

=  Accumulation de neurofilaments et perturbationgrdusport axonal

Le transport axonal est essentiel au bon fonctioemt des neurones et dépend en partie
des neurofilaments (NF). Ce transport inclut ala fe transport antérograde des organelles
du corps cellulaire vers la synapse et le trangptnmbgrade de la synapse vers le corps
cellulaire de formations vésiculaires et de faddtophiques. Il a été montré qu’'une
accumulation dans les axones moteurs de la chalingel des NF perturbe le transport
axonal des motoneurones spinaux entrainant unepathie et une atrophie musculaire
(Coteet al, 1993). Un ralentissement du transport axonag déccumulation de
neurofilaments, est visible dans les modeles SQ@htd’'apparition de signes

pathologiques (Williamsost al, 1998; Williamson et Cleveland, 1999; Zhagtcl,
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1997). En diminuant, par la manipulation génétidaejuantité de neurofilaments présents
dans les axones des souris SOD1-G85R, il a étérénque la sélectivité de I'atteinte
motoneuronale est réduite et I'apparition de laati@ retardée (Williamsoet al, 1998).

Les souris du modéle G93A présentent une dynantguenouvellement des microtubules

qui pourrait aussi ralentir le transport axonaln@aet al, 2007).

Le ralentissement du transport axonal est un mgganpathologique compatible avec la
sélectivité de la dégénérescence motoneuronalela@is\. En effet, les motoneurones
spinaux se caractérisent par la longueur de leameet sont particulierement sensibles aux
perturbations de ce transport (Collatdal, 1995). De plus I'accumulation de NF est
caractéristique des motoneurones de grande taidledolant des axones de diamétre
important qui dégénerent en premier et massivenm les modeles SOD1 (Brughal,
1997; Kong et Xu, 1999; Mohajezt al, 1998; Puret al, 2006; Wonget al, 1995). Les
souris avec, des la période postnatale, des casdesecomplexes dynéine-dynactine
développent a I'age adulte une dégénérescencetiéeoties motoneurones spinaux
caractérisée par une faiblesse et une atrophieutairss, des tremblements spontanés, une
posture et une démarche anormales (LaMehtd, 2002). L'analyse histologique de ces
souris montre un ralentissement significatif disgort rétrograde et une accumulation des
NF au niveau des axones moteurs. Il est importasodligner que I'accumulation de
neurofilaments est une signature commune des Siolligdes et sporadiques (Boillest

al., 2006a; Bruijret al, 2004; Cleveland et Rothstein, 2001; Julien, 2001)

La dynéine est le moteur moléculaire du transpirograde de neurofilaments, de facteurs
de croissance et du mouvement antérograde destuofiates (Hafezparast al, 2003; He

et al, 2005). Récemment il a été proposé un lien deetre le transport axonal et les
protéines mutantes SOD1 (Zhaeigal, 2007). Ces auteurs ont montré que la dynéineset |

protéines mutantes SOD1 étaient co-localiséesfsome d’agrégats. De plus les protéines
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mutantes SOD1 avec une mauvaise conformation svettées dés la naissance dans les
souris transgéniques et sont particulierementue&es au niveau de la moelle épiniére
(Zetterstromet al, 2007 ). Ces données suggerent que le transpmmbbxia la dynéine

peut étre perturbé tres tét dans la vie des aninidadleurs une étude sur le modéle G93A
montre un ralentissement précoce du transport dxigsda période embryonnaire (Kieran
et al, 2005). Dans cette derniére étude, il est monteglg rétablissement du transport
axonal par le croisement des souris SOD1-G93A kgesouris Loa ( pouregs at Odd
Angles retarde I'apparition du phénotype clinique etraegte la survie des animaux. Ce
résultat est surprenant du fait que les sourisdréaentent une mutation de la dynéine
associée a un défaut de transport axonal. D’adlldas bénéfices observés lors du
croisement des souris Loa avec les souris du m@@sA (Kieranet al, 2005) n’ont pas

été reproduits avec les souris des modeles SODR®@®B50D1-G37R (llievat al, 2008).
Ces données montrent la grande susceptibilité désnmurones aux anomalies du
transport axonal et le fait que le transport ax@woil perturbé des la période embryonnaire
bien avant la déconnexion entre les axones mogtlesirs cibles musculaires suggéere que
ce mécanisme joue un réle clé dans la physiopajiebte ces animaux (Williamson et

Cleveland, 1999).

= [Excitotoxicité du glutamate.

Le concept d’excitotoxicité a été défini dans leaé&es 70 apres I'observation qu’une forte
concentration de glutamate dans le milieu extralzte est toxique pour les neurones
(Olney et Ho, 1970). En effet, une action prolongéexcessive du glutamate sur ses
récepteurs cellulaires entraine une importanteldépation membranaire associée a une

entrée massive de calcium qui déclenche une casleapiecessus intracellulaires

-34-



entrainant progressivement des altérations celidairéversibles et I'activation des voies

apoptotiques (Danbolt, 2001).

L’excitotoxicité du glutamate reste actuellemeng dies pistes de recherche privilégiée
(pour revue Van Den Bosdt al, 2006). Au sein du systéeme nerveux, la plupart des
motoneurones sont particulierement sensibles évkdion du taux de glutamate (Rothstein
et al, 1993) et des taux importants d’acides aminégatecirs, dont le glutamate, ont été
retrouvés dans le liquide cérébrospinal de patights (Plaitakis, 1991; Plaitakis et
Caroscio, 1987; Rothsteet al, 1990). Il faut noter qu’actuellement le seultgaient

donné aux malades est le riluzole® qui possedeatien anti-glutamatergique en
diminuant la libération du glutamate par les te@isons nerveuses (Jekeal, 2000) et

via ses propriétés d’antagoniste des récepteursM{pBur d-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazole propionic acid, un type de récepteunbranaire du glutamate) (Allet al,
2004). Les antagonistes des récepteurs de type AMEennent la mort des neurones en
culture exposés au liquide cérébrospinal de pati®bhA (Couratieet al, 1993; Couratier

et al, 1994) et protégent les neurones contre la t@xads protéines SOD1 mutées (G41R,
G93A, et N139K) (Rot al, 1998). Plusieurs études suggerent que la toxdcité
glutamate sur les motoneurones pourrait venir aaux associés aux récepteurs AMPA
gui seraient anormalement perméables au calciunwdKaraet al, 2004; Kawaharat al,

2003; Kunetret al, 2005).

De plus, un défaut dans la recapture du glutanaatgrise I'accumulation de glutamate
dans le milieu extracellulaire et augmente la ddfégposition des neurones a cet acide
aminé excitateur (Danbolt, 2001). La baisse d'affité des systéemes de transporteurs
éliminant le glutamate de la fente synaptique mouexpliquer I'origine de I'excitotoxicité

du glutamate (Van Den Boset al, 2006).
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= Perturbation de ’'hnoméostasie calcigue.

La perméabilité calcique des canaux associés aepteurs AMPA présents sur les
neurones dépend de la sous unité GIuR2 (Soretred; 1991). La présence de GIuR2 rend
les récepteurs AMPA imperméables ai'Ga I'absence de GIUR2 confére une
perméabilité calcique a ces canaux (Someted, 1991). Une étude post-mortem sur des
patients atteints d’une forme sporadique a montggdiminution de I'édition de I'ARN
codant la sous-unité GIuR2, responsable de I'algsdacette sous-unité spécifiguement au
niveau des motoneurones spinaux (Kawakaad, 2004). Une diminution de I'expression
de GIuR2 est aussi retrouvée chez les souris pn@tsynatiques du modele G93A (Zhaio
al., 2008). Un lien entre une entrée excessive deuralcia des récepteurs AMPA

modifiés (spécifigue aux motoneurones) et I'agrégaprotéique a été proposevivo
(Tatenoet al, 2004) confirmant des travaux réalisés en culburdes antagonistes AMPA
diminuent I'agrégation des protéines SOD1 mutéey @R al, 1998). Il semble que
'augmentation des influx calciques au travers aeatix associés aux récepteurs AMPA
perméables au calcium soit spécifique des motonesret favorise la mauvaise
conformation de la protéine SOD1 mutée (Tatehal, 2004). En croisant des souris
transgéniques SOD1 avec des souris géenétiquemelifiées dont les canaux associés aux
récepteurs AMPA sont imperméables ad'Gsur-exprimant GIuR2), I'apparition de la
maladie et la mort sont alors retardées chez agsssioubles transgéniques (Taterial,
2004). Inversement le croisement des souris SOBG& d&s souris sous-exprimant la sous-
unité GIuR2 (forte perméabilité calcique des canalPA) accélere la progression de la
maladie, aggrave la sévérité des déficits motdulgm@nue la survie de ces animaux
(Kuneret al, 2005). Ces données supportent la possibilitdajoedification de la
perméabilité des canaux associés aux récepteursdfddPun élément majeur de la

vulnérabilité des motoneurones pendant la SLA ditegue les motoneurones des muscles
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oculumoteurs soient épargnés par la maladie pogteaipliquer par leur plus grande
capacité a chélater le calcium intracellulaire effet il a été montré que les motoneurones
de ces noyaux moteurs présentent une grande dgudatfiarvalbumine et de calbindine,
des chélateurs de calcium (Sasatkal, 2006). Cela pourrait limiter I'effet toxique d’'an
entrée massive de calcium et expliquer la survieedemotoneurones qui posséderaient un

mécanisme neuroprotecteur naturel (Rowl, 1998).

Une autre possibilité pour le calcium de pénétesplace intracellulaire se trouve dans les
canaux calcigues dépendants du voltage et actarésne dépolarisation membranaire. Des
antagonistes de ces canaux protégent en cultunedseurones de la toxicité de la

protéine SOD1 mutée (Rat al, 1998).

= RO0le des cellules non neuronales dans la physiopade

1 - Les cellules musculaires.

Le muscle pourrait étre partiellement responsablldiégénérescence des motoneurones
dans la mesure ou certaines études montrent queolésles SOD1 développent une
affection systémique avec des déséquilibres dendustasie énergétique (Dupeisal,

2004; Gonzalez de Aguilat al, 2007). La déconnection entre les motoneuronkesiet

fibres musculaires est un des événements les pdasqes observé dans les modeles SOD1
(Punet al, 2006). La protéine Nogo-A a éteé retrouvée dasmsrlaescles de patients SLA et
de souris SOD1 (Dupukt al, 2002). La détection de Nogo-A a été proposée ainlar le
diagnostic de SLA (Pradat al, 2007). Dans le systéme nerveux central, NogotAies
inhibiteur de la régénérescence neuritique (Sch2@®4) et dans les modeles SOD1, la
suppression de Nogo-A augmente la durée de viamesaux (Jokiet al, 2006). Les

fibres musculaires pourraient contribuer a la platiie en limitant les capacités de
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réinnervation des fibres musculaires par les matmmes survivants. En croisant des
souris transgéniqgues SOD1-G93A avec des souridiggament modifiées exprimant
spécifiguement au niveau des fibres musculairehomaone anabolisante IGF4{hgulin
like Growth Factor-}, 'apparition du phénotype clinique est signifigament retardée
(Dobrowolnyet al, 2005). Bien que cette étude suggére un rble detihuscle, la synthese
d’'IGF-1 étant médiée par un transgene spécifiquemarimé dans les muscles, il reste
cependant possible que I'lGF-1 sécrétée agisséoéslaur le muscle et les motoneurones
(Boillee et al, 2006a). Il faut noter cependant qu’une étudentécamontre que I'apparition
et I'évolution de la maladie dans les modeles S@®%ont pas modifiées par la
suppression spécifique de la SOD1 mutée au nivesundiscles (Milleet al, 2006)

arguant contre un réle clé des muscles dans lemgotment de la pathologie.

2 - Les astrocytes.

Dans les modeles de souris SOD1, il a été mon&&iexpression des protéines
mutantes se limite aux motoneurones, les sounsgeniques ne développent pas la
pathologie de type SLA (Clemeaet al, 2003; Linoet al, 2002; Pramatarowet al, 2001).

Le méme constat est fait si les protéines SOD1 eswtént exprimées seulement dans les
astrocytes (Gongt al, 2000). Ce dernier résultiat vivo est contesté par des données
récentes obtenues avec des co-cultures dans lkEsgdes motoneurones sauvages
dégénerent en présence d’astrocytes exprimantrdesmes mutantes SOD1 (Di Giorgib
al., 2007; Nagaet al, 2007). Au contraire, si la quantité de protéimegées diminue dans
les astrocytes de souris SOD1, la survie des aniresifortement augmentée (Yamanaka
et al, 2008). La mort des motoneurones dépend, au neoipartie, des cellules
environnantes (Clemeset al, 2003) via des voies de signalisation impliquantO

intracellulaire (Ferret al, 2004; Raoukt al, 2002). Il faut aussi noter que les agrégats
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contenant des protéines SOD1 mutées sont obseladésia dans les motoneurones
spinaux et les astrocytes de patients SLA et dasstsansgéniques (Bruijet al, 1998;
Shibataet al, 1996; Watanabet al, 2001) et sont aussi détectés a partir de bralgats
moelle épiniére de souris transgéniques (Johrettah 2000; Puttaparttet al, 2003;
Wanget al, 2003; Wanget al, 2002). De plus les agrégats contenant des pest&@OD1
sont détectés dans les astrocytes et les motore=udonmodele G85R bien avant que le
phénotype clinique soit apparent et leur quantignante avec la progression de la

maladie (Bruijnet al, 1997).

Les astrocytes semblent aussi jouer un réle daplsylsiopathologie de la maladie dans le
cadre des mécanismes de toxicité liée au glutarBateffet, parallélement aux
observations effectuées sur des patients attetnfigsrche sporadique, les souris
transgéniqgues SOD1-G85R présentent une diminutdierlpression du transporteur glial
du glutamate GLT1 (ou EAAT2) (Bruijat al, 1997; Cantoret al, 1998). Le transporteur
GLT1 est le transporteur majoritaire dans la mo&timiere et prend en charge la quasi-
totalité de la recapture du glutamate (Danbolt,120Dans le modéle de rat transgénique
SOD1-G93A, une perte de GLT1 est aussi reportéavidal et al, 2002). Un lien entre la
protéine SOD1 mutée et GLT1 est possible graceea@tude montrant qu’au niveau
d’ovocytes de xénopes lI'expression de protéinegesuOD1 (A4V ou 1113T) inactive
spécifiguement GLT1 (Trottt al, 1999). Il a récemment été montré qu’une classe
d’antibiotique B-lactame) augmente la transcription de GLT1 aver ponséquence de
retarder I'apparition du phénotype clinique et aléonger la survie des animaux (Rothstein

et al, 2005).

Les astrocytes auraient en plus la capacité deiksirtiexpression de GIuR2 des
motoneurones spinaux (Van Dameteal, 2007). Dans cette derniere étude les auteurs

montrent aussi que les astrocytes qui exprimenpuotéine SOD1 mutante perdent cette
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propriété et les motoneurones environnants sousreapt GIuR2 et possedent alors des
canaux AMPA plus perméables au calcium (Van Daretrad, 2007). La régulation de
I'expression de GluR2, en plus de la mauvaiseaaie du glutamate par GLT1, pourrait
étre un second mécanisme par lequel les astroegténnants contribuent a la

physiopathologie de la SLA (Van Damraeal, 2007).

Une étude récente (Jaarsetal, 2008) indigue qu’une pathologie type SLA se déppé
chez la souris lorsque les protéines mutantes SGEBA sont spécifiquement exprimées
au niveau des motoneurones mais a un taux plué §lex dans les précédentes études sur
les modeles G37R (Pramataraataal, 2001) et G85R ou G93A (Linet al, 2002).
Cependant, pour ces souris, I'apparition du phémotjinique et la mort des animaux sont
significativement retardées par rapport aux sce@®1-G93A qui expriment les protéines
mutantes de fagon ubiquitaire (Jaarshal, 2008), soulignant la contribution de

I'environnement glial dans la physiopathologie @&LA.
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MATERIEL ET METHODES
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1- LASOURISC57BL /6J ET LE MODELE TRANSGENIQUE SOD1-G85R

Ce travail de these a été réalisé avec deux sswghsouris : une souche sauvage C57BI
/6J (WT) utilisée comme contréle et une souchest@nique homozygote SOD1-G85R de
la lignée 148, utilisée comme modéle de SLA (Breijral, 1997). Les souris SOD1-G85R
ont initialement été fabriquées a San Diego (USA) &u Ludwig Institute for cancer
research (dirigé par Don Cleveland). L'élevageahotatoire a été fait a partir de deux
couples de souris SOD1-G85R de la lignée 148 pavette I'unité INSERM-382
(Université de la Méditerranée, Aix-Marseille e procédé de fabrication de ces souris
est identique a celui décrit pour le modéle SODTH&EBNonget al, 1995). En résumé, les
souris transgéniques ont été fabriqguées a parsodes hybrides obtenues par croisement
entre souris des souches C57BL /6J et C3H/HeJ. [eagénome de ces souris hybrides
plusieurs copies du gene SOD1 humain avec la mat&@B5R ont été incorporées. La
mutation G85R est une mutation ponctuelle affed@agéne codant pour la SOD1 avec un
résidu Glycine substitué par un résidu Arginingoesition 85. Ensuite huit backcross
successifs avec des souris de la souche sauvad B63ont été réalisés sur ces hybrides.
Le patrimoine génétique des deux souches utiligéescette étude comparative est donc
identique a plus de 99,8%. L’évolution de la pablgce et I'apparition chez ces animaux de
certains signes cliniques majeurs ont été déceitmaniere précise pour la lignée 148
(Bruijn et al, 1997) (voir table B).

Au laboratoire les souris SOD1-G85R sont mainteruigsat homozygote et élevées dans
les conditions standard, comme pour les souris A/&Ec un cycle lumiére-obscurité de 12
heures et un libre accés a la nourriture. Dansanditions d’élevage, nous avons observe
gue la période de gestation est équivalente exdrddux souches (21 jours). Le jour
postnatal 0 (PO) est défini comme les 24 premieeeses qui suivent la naissance et toutes

les expériences sur les deux lignées ont éte eééalid partir d’animaux entre P1 et P12. Les
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individus de 89 portées (N=52 pour les WT et N=8idrdes SOD1) ont été pesés tous les
jours a partir de P2 pendant les trois premierems®s post-natales (de P2 a P20). Le
poids moyen des souriceaux a P2 est de 1,73 igba@dmes pour les WT et de 1,76 £ 0
,31 grammes pour les SOD1 avec respectivementnsede poids quotidienne de 0,38 £
0,01 grammes et de 0,36 + 0,01 grammes. Les codiéeslution de poids des deux
souches montrent qu’il 'y a pas de différence é@mogle post natale (Fig. 1A).

Au contraire, le nombre de souriceaux par portésigsificativement supérieur pour les
souris SOD1 (6,4 + 0,2 pour les WT n=72 portées@t: 0,3 pour les SOD1-G85R n=59

portées, P=0,0011**, Fig. 1B).

2 - ANALYSE COMPORTEMENTALE

Les tests comportementaux réalisés dans cette eniddé élaborés par Fox en 1965 (Fox,
1965). Ces tests ont depuis été couramment utpisesévaluer le degré de maturation des
capacités sensori-motrices des souriceaux proveleagifférentes lignées.
L’expérimentation consiste a observer les souric@aucours de tests et a enregistrer le
jour d’apparition de réflexes sensori-moteurs. éalisation de ces tests ne nécessite aucun
matériel particulier.

Les souriceaux ont éteé testés tous les jours & darP1 jusqu’a I'apparition de la réponse

adaptée au stimulus. Les huit tests utilisés séatits dans la section suivante.

Définition des tests réalisés.

Retournement (righting) Pour ce test les souriceaux sont placés surdeldotest est
considéré comme réussi lorsque 'animal se retoemoins de dix secondes avec la

partie plantaire de chaque patte en contact aveal.le
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Agrippement avant et arriere (Graspingla partie plantaire de la patte (autopode) est
délicatement stimulée avec la pointe d’'un craydanimal mature répond par une flexion

de l'autopode et saisit la pointe du crayon.

Placement avant et arriere (PlacingiJn objet est placé au contact de la partie demdal

la patte de I'animal. L’animal doit alors placerpte sur cet objet.

Placement par stimulation des vibrisses (Vibrisgdacing). L'animal est suspendu par la
gueue et ses vibrisses sont stimulées avec lagpdimb crayon présenté a I'animal
parallélement a I'axe longitudinal du corps. Lersmrau doit alors agripper le crayon avec

ses pattes antérieures.

Evitement de I'a-pic (cliff drop aversion)e souriceau est placé au bord d’un plan
vertical, les pattes avant et le museau dans & dorsque le souriceau ne rampe pas en
direction du vide et évite la chute, la réponseceassidérée comme positive. Lorsque les
animaux ne rampent plus et sont capables de soilganipoids, cette condition

expérimentale entraine le recul de I'animal quicsige du plan vertical.

Réflexe d’extension croisée (crossed extensor rgfle’expérimentateur pince
délicatement entre le pouce et I'index une patwdreeure de I'animal qui répond alors par
une extension du membre contralatéral et une flediomembre stimulé. Ce réflexe,
caractéristique de souriceaux nouveaux-nés, dig@amec I'age. Pour ce test, le jour de

disparition de la réponse a été noté pour chaqueésso

3 - PREPARATION MOELLE EPINIERE / TRONC CEREBRAL ISOLEE .

La préparationn vitro de moelle épiniere / tronc cérébral isolée a Bli€ée pour toutes

les expériences d’électrophysiologie et de marqadagemotoneurones.
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Les souriceaux (jour postnatal P3-P10) ont ététhésies par hypothermie, la durée
d’exposition aux conditions d’hypothermie (congétlata —30°C) étant proportionnelle au
poids et donc a I'age des animaux (de 4 a 9 mihudels naissance, les souriceaux n’ont
pas de régulation thermique et sont donc anesthparéun ralentissement progressif du
métabolisme. Ce type d’anesthésie permet de gargepréparation éloignée de tout
produit toxique exogene et viable pendant plusiberses.

Ensuite les souriceaux sont décapités au niveaaaliésuli inférieurs, éviscérés et fixés
sur une boite de Pétri dont le fond est recouvartedrésine transparente (Sylgard®). La
boite de Pétri est remplie par une solution dedigyphysiologique a pH 7,4 a température
ambiante (voir plus bas), et I'animal est épingléefdorsale vers le haut afin de procéder
au prélevement de la moelle. Au niveau dorsal fupst les tissus superficiels sont retirés,
le cartilage osseux de la partie cranienne restsitimcisé et les vertébres sont sectionnées
bilatéralement le long de la moelle (laminectordigiartir du niveau cervical jusqu’au
niveau sacré (7 vertebres cervicales, 13 thorasjdubombaires, 4 sacrales et 6 caudales).
A l'aide de pinces fines, les méninges sont déditent incisées en partie médiane et
ensduite retirées en prenant soin de ne pas |lésavdlie. Toute la dissection est pratiquée
sous une loupe binoculaire (grossissement de @xya2l'aide de pinces ultra fines
(diametres des pointes = 0,1 micron) et de cisephxalmologiques de taille variable.

La moelle épiniére est ensuite récupérée aveabdsas dorsales et ventrales puis placée
dans une chambre d’enregistrement (Fig. 2A) cosrtiament perfusée avec une solution
de liguide physiologique bullé avec un mélange % @ Q et 5% de C@ La température
du liguide perfusé est constamment ajustée parRéitier a 24°C grace a un thermo-
contrbleur (Harvard TC-202A). Le pH est ajusté4aly début de I'expérience. La
composition du liquide physiologique se rappro@hplus possible du liquide cérébrospinal

et les concentrations des différents sels et deogkl sont données ci-dessous (en mM) :
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NaCl, 130 ; KCI, 4 ; MgCGl 1,2 ; NaHPQ,, 1 ; CaC}, 2 ; NaHCQ, 25 ; glucose, 30.
Pour les expériences réalisées en milieu sans rsiagnde MgC} a simplement été omis
lors de la préparation du liquide de perfusiont&différence de composition du milieu
n’entraine qu’une faible variation de I'osmolaribdoins de 1 %). L'osmolarité passe de
360,6 milli-osmoles dans le milieu classique & B8ifi-osmoles dans le milieu sans g
Certains enregistrements intracellulaires ont &éigés avec 4mM de CaQtifférence

d’osmolarité de 1,6 % entre les deux solutions).

4 - HLECTROPHYSIOLOGIE

Pour quelques expériences avec application deasutes pharmacologiques, deux
préparations (une issue de souris WT et l'autreadeis SOD1) ont été placées dans la
méme chambre d’enregistrement. Ces expérienced@ntalisées dans le but d’effectuer
des enregistrements simultanés afin de pouvoir eoenpes réponses des deux types de

préparation dans les mémes conditions expérimantale

a) Enregistrements extracellulaires des sortiesicest

Des électrodes monopolaires en acier sont plactgsedes racines ventrales des segments
lombaires et sacrés, le tout étant isolé du meievironnant par de la vaseline
soigneusement déposée avec une seringue. L’éleaimdiférence est une électrode
métallique plantée dans la couche de Sylgard® atacbavec le liquide de perfusion et
reliée a un point électriquement neutre (masse).

Les signaux extracellulaires ainsi enregistréesiaueau des racines ventrales (sorties
motrices) sont amplifiés (gain=10000x) filtrés (Harpassante : 0,07 -1 KHz) et digitalisés
a une fréquence d’acquisition de 1 KHz (Digidata2,3Axon Instruments, logiciel

Clampex 9.0). L'activité nerveuse recueillie « esgant » sur une racine ventrale est le
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reflet direct du niveau d’activité de 'ensembles dieotoneurones dont les axones projettent
dans cette racine (Fig. 2B1). De cette maniere agass enregistré la sommation des
potentiels d’action unitaires circulant dans lesrees de plusieurs motoneurones issus de
divers pools. L'amplitude du signal est aussi feetele la synchronisation de ces
motoneurones.

Les racines dorsales ont été isolées comme déddtssus afin de pouvoir stimuler
électriquement les voies afférentes. Des stimuiatintensité variable (seuil entre 2 et 20
HA) ont été appliquées a l'aide d’une unité d’isodmt (Isoflex ; AMPI, Jerusalem, Israél).
De cette maniére, la boucle réflexe segmentairpérgidiqguement utilisée comme

indicateur de viabilité de la préparation au calegd'expérimentation.

b) Enreqistrements intracellulaires des motonew@tées interneurones

Les enregistrements intracellulaires ont été réslésl’aide d’électrodes fines constituées de
micropipettes de verre. Les micropipettes sontidaiges a I'aide d’'une étireuse horizontale
(modéle P-97, Sutter Instruments) a partir de tuleegerre de 1,2 mm de diameétre externe
contenant un filament (Clark Instruments). Les tétetes sont remplies par capillarité avec
de I'acétate de potassium a 2 molaires (K-Ac 2Mk Lésistances des électrodes ainsi
préparées varient de 80 a 13@M

Au niveau du départ de la racine ventrale tif Segment lombaire, pour permettre la
pénétration de la microélectrode, la pie mére éstatement retirée a I'aide de pinces ultra
fines. Seul le segment L5 a été étudié car deestde localisation des pools de
motoneurones lombaires par marquage rétrogradeusveslorant injecté dans les muscles
ont montré que ce segment contient un plus faibiebre de pools de motoneurones
comparés aux segments L1 a L4 (McHanwell et Bist®81). Chez la souris ce segment

est homogéne et contient préférentiellement (das2/3 les plus caudaux) des pools de
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motoneurones innervant la musculature intrinsequgied (musculature plantaire et
dorsale) qui sont situés dans la partie latérala derne antérieure de la moelle
appréhendée en section transversale (McHanwelseb8, 1981).

Ensuite, a I'aide d’un micromanipulateur hydrauéD (Narishige), les motoneurones
sont piqués entre 150 et 450um de profondeur & darta surface ventrale de la moelle en

formant un angle d’environ 45° entre la moelle@ettrode (Fig. 2B3).

Les motoneurones sont identifiés par leur réponidramique évoquée suite a la
stimulation de la racine ventrale L5 (Fig. 2B2)ulSdes motoneurones avec un potentiel
d’action antidromique d’une amplitude minimale derd/ et présentant un potentiel au
sommet du PA supérieur a 0OmV sont considérés datesétude. Les potentiels
intracellulaires sont enregistrés avec un électtm{@xoclamp-2B) soit en modgridge

soit en mod®iscontinuous Current ClamfDCC). Les signaux sont ensuite digitalisés par
un convertisseur analogique/numérique (Digidat&213&on Instruments) avec une
fréquence d’acquisition de 10KHz. L'acquisition’ahalyse des données sont réalisées

avec les logiciels Clampex et Clampfit 9.0 (Axostmments).

c) Pharmacologie

L’activité motrice est principalement induite pasdapplications de N-méthyl-DL-
aspartate (NMA, 2 a 20 uM) et de sérotonine-anésisulfate (5-HT, 1 a 20 uM)
mélangés au liquide physiologique et perfusés sana@ment. A ce cocktail, la dopamine-
hydrochlorée (DA, 30 a 75 uM) est parfois ajoutéss substances utilisées proviennent
toutes des laboratoires Sigma ou Tocris. En pluslMA, de la 5-HT et de la DA, il a

aussi été appliqué de la méme maniére lors demestaxpériences, du threo-B-benzyloxy-

DL-aspartate (DL-TBOA, 20 a 100uM qui est un intebr non transportable des systémes
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de recapture du glutamate GLT1, GLAST et EAAC1)I'a@ede D-amino-5-
phosphonovalérique (D-APV, 80 uM), du MK-801 (50 ylu 6-cyano-7-
nitroguinoxaline-2,3-dione (CNQX 10uM) et de lartéiotoxine (TTX, 1uM). Toutes ces
substances sont stockées a -20°C sous forme dd#disjuCes substances sont appliquées
soit seules, soit en association, pour des du@dasn entre 20 a 40 minutes selon les
expeériences. Entre chaque application, un ringagdusion de liquide physiologique) de

30 minutes minimum, est réalisé.

d) Méthode d’analyse des enregistrements électsiplogiques

0 Analyse de I'activité spontanée.
L’activité spontanée enregistrée sur les racinesrakes lombaires L3 et L5 est comparée
entre les deux souches de souris. La comparais@ffestuée dans deux milieux : un
milieu de perfusion classique dans lequel la coinagon de MgC est de 1,2mM, et un
milieu sans magnésium. Le nombre d’événementsrfpele d’action globaux) et
l'intervalle inter événement (IE) sont les deuxiables qui sont comparées entre les deux
lignées. Les événements sont dénombrés par dételeipics apres seuillage a partir des
traceés rectifiés (Fig. 3).
Dans le milieu classique, le calcul du nombre d@rgent est réalisé sur des périodes de
dix minutes. Pour toutes les racines, nous avotesdée les seuils a partir de la formule
suivante : Seuil = bruit de fond + 33% [PAmax -ibde fond] ; avec PAmax= amplitude
du plus grand potentiel d’action. Dans le miliensMd ", la comparaison est effectuée sur
une période de trois minutes. Pour toutes les eacies seuils ont été définis a partir de la
formule suivante : Seuil = bruit de fond + 6.5% [R#&x- bruit de fond].
Pour les deux souches de souris, WT et SOD1-G8%Rme I'activité est plus importante

dans le milieu sans Mg I'amplitude du PAay est plus grande alors que le bruit de fond
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n'est pas supérieur (observation effectuée sucibea pour lesquelles au cours de la méme
manipulation les deux milieux ont été perfusés)a@aplique la différence du pourcentage

pris pour définir les seuils.

o Effet des substances pharmacologiques
Afin de déterminer si les applications de substamt@rmacologiques (NMA, NMDA, 5-
HT et DA) modifient I'activité motrice enregistr@@ niveau des racines ventrales, les
tracés sont rectifiés et I'aire sous la courbe tieaipendant I'application est reportée
graphiquement en fonction du temps (par tranche skrondes). Apres une régression
linéaire, une valeur de pente positive et signiifieament différente de zéro indique un effet
de I'application. Chez les rongeurs, ces substaplcasmacologiques sont connus pour
déclencher une activité rythmique enregistréeesurdcines ventrales a partir de la
préparation in vitro de moelle épiniere / troncétxal isolée (pour revue Kiehn, 2006). Les
relations de phase entre les alternances des segapposes et des racines de nature
fléexogenes et extensogenes peuvent étre étudiéeypantifier les parametres de l'activité
rythmique appelée « locomotion fictive » (Peartstial, 2005). Ce type d’analyse n’est
pas réalisé dans ce travail de thése dans lequslanmns favorisé I'analyse qualitative et
compareé entre SOD1 et WT le nombre de racinesl@mtivité augmente pendant les

applications et la présence ou I'absence d’alter@siors des activités rythmiques.

o Propriétés électriques des motoneurones enregistiéatracellulaire

L’analyse des enregistrements intracellulairesésdisée avec le logiciel Clampfit (version

9.0. Axon Instruments).
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Potentiel de repos.

Le potentiel de repos est déterminé pendant |'éxyatation par simple lecture du voltage
donné par I'axoclamp quelques minutes apres I'eempaht de la cellule une fois le
potentiel de membrane stabilisé. A la fin de I'gisrement, en sortant I'électrode de la
cellule, nous vérifions la valeur de voltage aff@n extracellulaire et dans quelques cas le

potentiel de repos est réajusté.

Résistance d’entrée

La détermination de la résistance d’entrée des meot@nes est réalisée a partir des
mesures des déflections de voltage en réponse@dtesaux de courant hyperpolarisant et
dépolarisant d’une durée de 350 ms injectés paideoélectrode. La gamme de courant
utilisée (de -0,4 a +0,4 nA avec des sauts sudsatsio,05nA) a été déterminée afin
d’étudier les propriétés linéaires des motoneurehe®viter I'activation de courants de
rectification activés pour des potentiels tres tié&ggd.a mesure du voltage est réalisée sur
les 50 dernieres ms des pulses. Pour chaque motmeetrois protocoles identiques et
successifs sont effectués et a chaque intensitéwtant la moyenne des trois valeurs de
voltage est prise en compte pour construire ldioglantre le voltage et I'intensité ;
d’'apres la loi d’Ohm (V=RI) la pente de la régressinéaire détermine la valeur de la

résistance d’entrée.

Mesure de la constante de temps et calcul de laacitp membranaire

La constante de temps membranairg €st mesurée pendant I'injection d’'un créneau
hyperpolarisant de 0,5nA d’intensité.) correspond au temps que le potentiel de
membrane met pour atteindre 63% de la déflectiovottage. La réponse du motoneurone

suit un décours exponentiel avant de se stabaisere valeur de potentiel qui dépend de sa
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résistance d’entrée (fR Pour chaque cellule a partir de 10 a 20 trac@genmés, la
constante de temps est calculée a partir du déeapmnentiel par le logiciel Clampfit.
La capacité membranaire {LCest donnée par la relation (G (tm) / (Rn) ; OU R, est la

résistance d’entrée de la cellule mesurée comnmét géécédemment.

Gains des relations intensité fréquence et fréquesenaximales de décharge

L’étude de la fréquence de décharge des motoneugmt@éalisée avec des pulses de
courant de longue durée (850ms) et d’intensitéssavite. Les sauts successifs de courant
sont soit de 0,1 nA soit de 0,2 nA en fonction’derditabilité de la cellule enregistrée. Pour
chaque valeur d’intensité, la fréquence moyenndgédbarge sur les 500 derniéres
millisecondes, apres la phase initiale d’adaptatsh calculée par le logiciel Clampfit afin
de construire la relation intensité-fréquence (IA)ec ce protocole et dans nos conditions
expérimentales, la relation entre la fréquenceébbarge et I'intensité du courant injecté
est toujours linéaire. Les motoneurones déchaxgm la premiére gamme de fréquence
(pour revue Brownstone, 2006). Le gain du motoneeiest donné par la pente de la
régression linéaire. Comme pour la déterminatiolaaésistance d’entrée, trois protocoles
identiques sont successivement appliqués pour ehagtoneurone et a chaque intensité la
moyenne des trois fréquences de décharge obter@itésansidérée pour la construction de
la courbe I-F. La fréquence maximale de déchargemd#oneurones est calculée par

Clampfit pendant I'injection du créneau de coudmplus grande intensité.

Pour construire la courbe I-F lors de l'injectiom aténeaux de courant et déterminer le
gain des motoneurones, certains auteurs ne coastdgue la fréquence instantanée entre
les deux premiers potentiels d’action (Ketoal, 2004). A partir des mémes tracés nous
avons aussi mesuré la fréquence instantanée degpduiers potentiels d’action (PA) au

début du créneau pour chaque intensité de counjgaté. De cette maniére nous avons
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ainsi construit une seconde relation I-F, et darssaonditions expérimentales, cette

relation vérifie une courbe sigmoide pour tousegoneurones enregistrés. Dans ce cas 1a,
le gain du motoneurone a été mesurée lors de |&rat®n de la fréquence de décharge
(Zémegamme de décharge™2ange en anglais). La fréquence instantanée méxiendre

les deux premiers PALf) et le ko (intensité a laquelle le motoneurone déchargeea un
fréquence égale a la moitié de la fréquence maehsaint déterminés pour chaque

motoneurone a partir des courbes sigmoides.

Courant de rhéobase
Dans ce travail, le courant de rhéobagg €kt défini comme l'intensité minimale de
courant nécessaire pour évoquer un potentiel dagtendant I'injection des pulses de

courant utilisés pour construire les courbes IFfigtprotocoles identiques).

Seuil de déclenchement du PA
Le seuil de déclenchement des potentiels d’act@Rq() est la valeur du voltage mesuré
au pied du PA déclenché par le courant de rhéohaseesure du voltage est faite au pied

du PA (trois protocoles identiques).

Caractéristigues des potentiels d’action antidromes et orthodromiques

Pour les potentiels d’action antidromiques et attbaiques, 'amplitude (mV), la durée
(ms), la demi-durée (ms), le temps de montée (26;%N ms), la vitesse de dépolarisation
(mV/ms), la valeur maximale de la vitesse de déjsation (mV/ms), le temps de
repolarisation (90-10%, en ms), la vitesse de eEation (mV/ms) et la valeur maximale
de la vitesse de repolarisation (mV/ms) sont meassmé un minimum de 3 PA par

motoneurone. La demi-durée du PA correspond arkedpendant laquelle le potentiel de
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membrane du motoneurone reste dépolarisé au déssasnoitié de I'amplitude totale du
PA. Pour les potentiels d’action antidromiques ksuare de la latence d’apparition du PA
est aussi mesurée. La figure 4A illustre la fagontdfamplitude (1), la demi-durée (2), les
temps et vitesse de montée (3 et 4), les tempsesse de repolarisation (5 et 6) du PA
antidromique sont mesurés. Dans le cas des motumesipour lesquels une post-
dépolarisation importante (>a 10% de I'amplitudePd) est enregistrée (voir Fig. 4A, 4C

et 4D) les valeurs concernant la vitesse de rejgatézn sont exclues de I'analyse
statistique. Par contre la post-dépolarisationfli@pas la vitesse de repolarisation
maximum et pour ce parametre les statistiquesfadas avec I'échantillon complet. Des
stimulations infraliminaires de la racine ventrp&ivent déclencher dans les motoneurones
des potentiels post synaptiques (Fig. 4B et 4D3. i&d¢entiels sont probablement dus a
I'activation des cellules de Renshaw par des colidés d’axones. En injectant directement
dans le motoneurone un courant continu a l'aidia deicroélectrode intracellulaire il est
possible d’inverser I'effet dépolarisant de ceseptiels (voir Fig. 4B). La post
hyperpolarisation des potentiels d’action antidigqumeis (AHP en anglais) n’est pas mesurée

du fait de I'existence de ces potentiels postsygaes lors de stimulations infraliminaires.

Parameétres de la post-hyperpolarisation (AHP)

Immédiatemement apres un PA, il y a une premicas@le 'AHP (AHP bréve), qui dure
généralement 1-10ms et qui est due a I'activatemabnductances potassiques voltage-
dépendantes qui sous-tendent la repolarisation®d{BBh, 1996). Apres cette phase rapide
de 'AHP, il est possible d’enregistrer une phasedyre plusieurs dizaines de
millisecondes (longue AHP) et qui est due a I'aatiiitn de conductances potassiques
dépendantes de la concentration de calcium intrdaieé (Sah, 1996). Les résultats

présentés dans ce travail font référence a cettie pie I'AHP. Les paramétres suivants

-55-



sont mesurés sur un minimum de trois PA déclenphéte courant de rhéobase :
'amplitude maximale de AHP (en mV), le temps migipatteindre le maximum

d’amplitude (ms), la durée totale de 'AHP (ms)tdenps de repolarisation de I'AHP (ms).

Protocole de stimulation en rampe

Pour quelques motoneurones enregistrés, nous appligué des rampes de courant
(courants triangulaires) de différente intensi@nge: 0,21 — 1,47 nA’sdurée : 5,4 — 10,8
s) dans le but de comparer les réponses dans cligaée. Ce protocole de stimulation est
complémentaire des stimulations en créneau cat danu pour activer les conductances
persistantes importantes pour I'excitabilité desaneurones (Bennett al, 2001; Button

et al, 2006; Li et Bennett, 2003; Powers et Binder, 30B8ur chaque rampe nous avons
construit les relations intensité de courant —iedge de décharge. Lgpl:est défini
comme l'intensité de courant pour laguelle le perRA est enregistré lors de la rampe
montante et legh comme l'intensité de courant pour laquelle le darRA est enregistré
lors de la rampe descendante. Le gain est donré pante de la régression linéaire de la
relation I-F sur la partie montante et la fréquemesimale de décharge est mesurée au
sommet de la rampe toujours sur la partie mont&das un second temps les décharges
des motoneurones et les parametres définis ci slessi considérés seulement pour les
rampes de vitesse lente (<0,85nA.s-1), qui soplug susceptibles d’activer des

conductances persistantes (Beneétl, 2001).

5 - MARQUAGE INTRACELLULAIRE ET MORPHOLOGIE DES MOTONEURONES

A la fin des expériences d’'électophysiologie, daganotoneurones ont été injectés par la

neurobiotine dans le but de caractériser leur s morphologiques.
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a) Protocole d'injection intracellulaire du marqueeuronal

L’injection intracellulaire de neurobiotine (Veckab®) est realisée lors des expériences
électrophysiologiques sur la préparation tronclm@dé moelle épiniere isolée a partir de
souriceaux entre P4 et P9. La microélectrode egplie d’'une solution de K-Ac a

2 molaires dans laquelle la neurobiotine dilué&w@e®t rajoutée. Le procédé expérimental
concernant I'enregistrement intracellulaire estrilélans la partie précédente. La
neurobiotine est injectée dans le motoneuronelpatréphorese via I'application de
créneaux de courant dépolarisant (intensité dé hA&) d’une durée de 150 ms a la
fréequence de 3 Hz, pendant 10 a 12 minutes. Ldleng@niére est ensuite maintenue dans
la chambre d’enregistrement pour une durée de el heures afin de permettre la
diffusion de la neurobiotine dans les parties las pistales du motoneurone. La
préparation tronc cérébral / moelle épiniére iseleensuite fixée toute la nuit a 4°C dans
une solution saline de tampon phosphate (PBS) 48¢tede paraformaldéhyde. Puis, la
préparation est placée dans un bloc d’agarose @ faciliter la coupe) dont un angle
est sectionné afin de contrdler I'orientation despes sur les lames. Pour la coupe, le bloc
est placé dans du PBS au pH de 7,3 et sectionsdeaian transversal de la moelle pour
obtenir des coupes sériées de 75 um (microtoméssant MICROM HM 650 V). Puis les
coupes séchent a I'air libre toute la nuit avanpoevoir révéler le marquage neurobiotine
par une procédure de révélation avidine-HRP-diabenaidine classique. Enfin les coupes

sont montées entre lame et lamelle dans un mikemahtage aqueux.

b) Reconstruction des motoneurones

Les cellules reconstruites ont fait I'objet de@mits de sélection stricts. Premierement, les
cellules doivent avoir une membrane somatique t@tam bon contraste avec un faible

bruit de fond, et lorsque plusieurs motoneuron@s s@rqués au sein de la méme série de
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coupes, ces derniers n’ont pas été reconstruissiriatoneurones présentant une faible
intensité de marquage ont été écartés de I'étudphumétrique.

Une premiére reconstruction a la chambre claire anemicroscope (Axiophot ZEISS)
réglé sur un objectif x20 est réalisée pour fairgapérage de tous les segments marqués
sur chaque coupe et déterminer le nombre de caupdssquelles s’étend I'arborisation
dendritique du motoneurone. Pour les zones lesqaogplexes, les objectifs x40 ou 100x
sont utilisés afin de pouvoir repérer les segmeuniarés avec une meilleure définition.
Les cellules marquées sont ensuite reconstruitesatéere précise a plus fort
grossissement grace au logiciel Neurolucida® (eer3i, MBF Bioscience Inc., Williston,
VT) installé sur un ordinateur relié a un microsedfikon réglé sur I'objectif 20x.
Cependant, la projection sur I'écran de I'imagesabe avec I'objectif 20x du microscope
est observée avec un zoom numérique de 3 tel qgredsissement final est de 60x. Une
interface numérique contrdlant la platine motaipérmet d’encoder les coordonnées
(x,y,z) des points entrés grace au logiciel Neuwidla L'acquisition de ces points
s’effectue a I'aide d’un curseur circulaire de dé&re variable ajusté en fonction de celui
du segment dendritique considéré. La fréquencaydiaition choisie ici est trés élevée
puisqu’un point est entré pour chague changemediaseetre et de direction du segment
dendritique. Le nombre total de points (x,y,z) elé&par reconstruction est distribué de
5923 & 17780 pour les motoneurones WT et SOD1frbatéres externes des coupes de
moelle sont également tracées. Un facteur de d¢mmeest appliqué dans I'axe des Z
(épaisseur) a la fin de la reconstruction afin@®genser la distorsion introduite par la
procédure histologique. En effet, un rétrécisserfgminkageen anglais) da a la fixation
au séchage a Il'air libre et au montage entre laralle interfére avec les propriétés

métriques. Ce rétrécissement est pris en comi@nég)€ pour pouvoir comparer les
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parametres métriques des motoneurones recon&rug@b. Pour déterminer le facteur de
correction nous avons procédé comme suit pour éampioneurone:

pour les trois coupes les plus médianes (la coapgpant le corps cellulaire et les deux
coupes adjacentes) les prolongements dendritiqurdssgivis du bord supérieur jusqu’au
bord inférieur des différentes coupes et I'épaisssayenne est alors calculée (de 18,8 a
29,2 um). Sachant que I'épaisseur de coupe ingstlele 75um, un facteur d’écrasement
(de 0,25 a 0,39) est calculé en effectuant le rdgpmisseur moyenne mesurée sur
I'épaisseur initiale des coupes. Ensuite un faaieurorrection dans I'axe des Z est
appligué pour chaque motoneurone en fonction dgsmpre facteur d’écrasement (de 2,57
a 3,99). Par exemple pour un motoneurone dontifépar moyenne des coupes est
mesurée a 25 um, un facteur de correction de 8 apftiqué dans le Z pour compenser le
rétrécissement (facteur d’écrasement de 0,33)etréaissement dans les autres dimensions
n'est pas compensé car il est considéré commegeadlie comparé a celui observé dans
I'épaisseur. Pour comparaison, nous avons messitérigueurs dorso-ventrales et les
largeurs de moelles a partir de tranches vivargesaklle lombaire prises au méme age.
Ces mesures sont équivalentes aux valeurs donaéésgysteme Neurolucida a partir des

bords externes des moelles fixées contenant lésn@arones marques.

c) Les mesures morphométriques.

Les cellules reconstruites sont visualisées elyaéat avec le logiciel Neurolucida
Explorer (version 7, MBF Bioscience Inc., WillistoviT) qui permet d’effectuer les
mesures morphométriques et de générer les dendrows, les histogrammes polaires et
les diagrammes de Sholl. Les dendrogrammes somedassentations schématiques en 2D
des motoneurones qui conservent la topologie gédanétrie interne des dendrites sans

tenir compte de leur position spatiale ou des anggdinis par I'orientation des branches.
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Les diagrammes de Sholl permettent de représientembre total de points de
branchement ou par exemple la longueur dendritigtade en fonction de la distance
radiale au soma. Des sections avec un rayon den2éont utilisées pour délimiter des
zones concentriques péri-somatiques et ainsi cdntistx les éléments du motoneurone en
fonction de leur distance euclidienne par rappog@na (Fig. 5A). Ces diagrammes
renseignent considérablement sur I'arrangement ksace des segments dendritiques
par rapport au soma (Sholl, 1953).

Dans les histogrammes polaires les motoneurondseymésentés par des sections formant
un angle de 30° et appartenant a I'une des doueetidins ainsi définies dans les 360° du
plan transversal de la moelle. Ces sections possade longueur qui est la somme des
longueurs des segments dendritiques ayant la m&ewtidn que celle de la tranche. De
cette maniere les directions préférentielles dedeéssance dendritique peuvent étre mises
en avant (McMulleret al, 1984). Nous avons généré pour chague motoneurone
histogramme polaire (Fig. 5D). Ensuite pour chaalggedouze directions nous avons fait
la somme des longueurs des segments dendritigaas laynéme direction en considérant
tous les motoneurones de chaque lignée. Enfin gmague lignée, le pourcentage
représenté par chacune des douze directions esté&alfin de générer un histogramme
polaire « moyen » qui illustre les directions préféielles de la pousse dendritique. Sur un
cercle trigonométrique, la direction dorsale powdes 0 / 360 degrés ; la direction
médiane vers 90 degrés ; la direction ventrale ¥80 degrés et la direction latérale vers

270° (Fig. 5C).

d) Définition des parameétres mesures.

A l'aide du logiciel Neurolucida-Explorer®, plusieuparametres morphologiques sont

déterminés et caractérisent les propriétés mésigtipologiques des arborisations
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dendritigues des motoneurones reconstruits. Lesitiéhs et les abréviations des

parametres analysés sont données ci-dessous :

Parameétres métriques

Psoma Périmetre du soma mesuré dans le plan trans\girsal

Avans Aire du soma mesurée dans le plan tranquumﬁ)(

Frimax Maximum feret du soma (gmm, voir Fig. 5B).

Frimin Minimum feret du soma (gum, voir Fig. 5B).

Dsoma Diametre du soma (gmm, calculé & partir de A.9.

Acoma Surface membranaire du soriBX D’soma €npM?).

Dprim Diameétre moyen des dendrites primaires au dépasbtha pour chaque
motoneurone(m).

Aprim Aire totale par motoneurone des sections forméekesoma par les dendrites

primaires im?).

Y Long Longueur dendritique totale pour chaque motoneifam).

> surf Surface dendritique totale pour chaque motoneufjomé).

LONGnax Plus grande longueur dendritique du soma a ungnarson pour chaque
motoneurone(m).

LoNGmoy Longueur dendritique moyenne du soma vers toateterminaisons pour chaque
motoneuronep(m).

Parametres topologiques

Den Nombre de départs dendritiques pour chaguernaotone.

Brcmt Nombre de points de branchement pour chasuterraurone.

Trms Nombre de segments terminaux par motoneurone.

Sgmt Nombre total de segments dendritiques parmaotone.

Ordmax Ordre dendritique maximal pour chaque maitooree.

Ordmoy Ordre dendritique moyen de tous les segnmnischaque motoneurone.

TrmOrdmoy  Ordre dendritique moyen des segmentsitatm pour chaque motoneurone.

La plupart de ces définitions sont intuitives masmesures relatives au soma nécessitent
des explications complémentaires. Les mesures ighs cellulaire des motoneurones sont

obtenues a partir de la surface{f) définie par le contour externe du soma dansde pl
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transversal. Le diamétre du somadfd est calculé a partir d'un cercle de méme surface
par la formule Aans (I1.D%om3/4. La surface de la sphére de diamétre équivaléné
calculée pour déterminer la surface membranaigodia (Aoms= I1.D%om3).

Les Frisin (UM) et Friiax (LM) sont respectivement la plus petite et la ghaside largeur

du contour somatique, définies par Neurolucida cemsiun pied a coulisse était utilisé
pour mesurer le soma (Neurolucida, version 7, MB#s&8ence Inc., Williston, VT, guide
utilisateur, p 15-7) (Fig. 5B). La longueur dorsentrale et la largeur de la moelle dans le
plan transversal ont aussi été mesurées afin desiMai taille des motoneurones est corrélée

avec la dimension de la moelle (Fig. 5C).

6 - MARQUAGE RETROGRADE

A partir de la préparation in vitro de moelle épnei/ tronc cérébral isolée, des marquages
rétrogrades des pools de motoneurones du segmeant®ffectués avec de la rhodamine
couplée a des billes de dextran (dextran, tetrayltetidamine, 3000 MW, anionic, lysine
fixable ; Molecular Probes®). Apres la dissectibtaeécupération de la moelle épiniere
(voir 8 3 : préparation moelle épiniére / troncét®al isolée), la partie distale de la racine
ventrale est délicatement sortie du liquide phygjmue en utilisant une baguette de verre.
Cette précaution est nécessaire pour limiter Ie passible la dispersion des cristaux de
rhodamine dans le liquide physiologique lorsqusitst déposés sur le bout de la racine
ventrale L5. Malgré cette précaution, lorsque tamaest replacée dans le liquide
physiologique, certains cristaux se déposent @utés parties de la préparation. Ces
derniers sont alors retirés avec du papier absbrgasuite la moelle est placée dans la
chambre d’enregistrement continuellement perfusée du liquide physiologique bullé
avec un mélange a 95% de-B% CQ pendant plusieurs heures (de 5 heures en moyenne

pour les WT a 12 heures pour les SOD1) pour perenkégicheminement de la rhodamine
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jusqu’au corps cellulaire des motoneurones viaaesport rétrograde. La chambre
d’enregistrement est recouverte de papier d’alumingt la piece plongée dans I'obscurité
afin de limiter au maximum la photodégradationalehbdamine. Pour les préparations de
souris SOD1 le débit de la perfusion et la tempéeadu milieu sont augmentés
respectivement de 3 a 6 mL/min et de 24 a 28°C afissements sont réalisés afin de
favoriser le transport rétrograde plus lent chezsteuris SOD1 dés la période embryonnaire
(Kieranet al, 2005). La procédure de fixation, de coupe auatdime et de montage entre
lames et lamelles est décrite plus haut (voir gfarquage intracellulaire). Les cellules
marquées sont visualisées a I'aide d’'un microscopéocal (Olympus FV 500, objectifs

10x et 40x ; longueur d’'onde d’excitation du |aSéBnm). A partir des coupes de 75 um
d’épaisseur, nous avons comptabilisé les cellukegjoées sur chaque coupe adjacente (du
rostral vers le caudal). Une cellule est compta@diseulement s'il est possible de
visualiser dans un plan focal donné son noyau stowunucléole. Pour chaque coupe, les
zones contenant des motoneurones marqués sonliséssaa I'objectif 40x avec des
sections optiques de 1,5 um espacées de 3um seil'tpaisseur de la coupe. De cette
maniére, les cellules marquées situées aux bop#sisurs et inférieurs des coupes ne sont

pas comptabilisées deux fois sur des coupes adgscen

7 - ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

Les valeurs présentées dans ce mémoire de thésexgpoimées en tant que moyenne *
écart standard a la moyenne (s.e.m.), sauf préciQoand la distribution des échantillons
compares est normale (vérifiant une courbe de Gatsgie les variances ne sont pas
différentes, des tests paramétriques pour sériesppariées (test-t de Student) sont
appligués pour évaluer la signification statistiges différences observées. Lorsque la

distribution est normale mais les variances difféas, la valeur statistique donnée
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correspond a un test-t de Student appliqué avearfaction de Welch. Cependant pour la
grande majorité des parameétres comparés, nous tavadllé sur des petits échantillons
(n<30) dont la normalité des distributions ne pte vérifiée. Dans ces cas-la (et dans les
cas ou la distribution ne suit pas une loi normale} test non paramétriques sont alors
utilisés pour comparer les échantillons : testiessirangs de Mann-Whitney et test exact de
permutation des valeurs de rang qui tient comptéadelitude des différences. Dans de
rares cas, des différences de significativité tit®uvées entre ces deux tests ; elles sont
alors précisées dans la Iégende des figures otables correspondantes. Pour I'analyse
comportementale, nous avons déterminé pour chadjese sensorimoteur étudié et a
chaque jour postnatal, si les proportions de s@@pendant correctement sont identiques
entre les deux lignées. Pour cette partie, des desFischer exacts sont réalisés pour
comparer les effectifs.

Enfin, les corrélations entre deux variables sesitées par le test non paramétrique de
Spearman ou le test paramétrique de Pearson setlistiibution des variables considérées
(pour ces deux tests la valeur du coefficient deétation r sera donné avec la valeur
statistique). Pour tous ces tests, la différenteeteux échantillons est significative quand
P<0,05 (*, P<0,05 ; **, P<0,01 ; ***, P<0,001). Ttmul'analyse statistique est réalisée avec
les logiciels Prism 4 (GraphPAd Softwares) et SéatX7 (Cytel Inc., Cambridge, MA)

pour le test de permutation.
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CHAPITRE |
DEVELOPPEMENT SENSORIMOTEUR DES SOURICEAUX
WT ET SOD1
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1 - INTRODUCTION .

A la naissance, apres 21 jours de vie intra-utgtgsesouriceaux ne sont pas pleinement
matures et les deux premieres semaines postnatalesine période d’intenses
modifications physiologiques comme par exemplev&ture des yeux autour de P14 (Le
Royet al, 1998). Certaines de ces modifications se maeifiégtar I'apparition ou la
disparition graduelle de réflexes neurologiquesdgynendent de la maturation du systeme
sensori-moteur (Le Rost al, 2001; Le Royet al, 1999). Une batterie de tests
comportementaux permet d’étudier ces réflexesnsi diappréhender la maturation des
capacités sensori-motrices des souriceaux (Roubeetoal, 2003).Ces tests sont
couramment employés sur des souriceaux de ligméemges et mutantes (Dierssral,
2002; Le Royet al, 1998) dans différentes conditions pathologiqdesrimlet al, 1998),

ou dans le cas d’exposition a des substances nmgs@el toxiques (Venerosi al, 2001).

La maturation des capacités sensori-motrices dassBOD1 n’avait jamais été abordée
par une telle approche comportementale lorsqueageait a commencé. Pour les modeéles
transgéniques SOD1, le plus souvent le modele G93HK; les capacités locomotrices des
souris adultes pré-symptomatiques sont évaluéesws de I'évolution de la maladie par

le test duotarod ou par I'étude de la marche sur tapis roulant (Staal, 2008; Vercelli

et al, 2008; Wooleyet al, 2005; Zhotet al, 2007). L'objectif de ces études était de
guantifier les déficits moteurs dans le but d’étunde décours temporel de la maladie ou
d’essayer de ralentir I'évolution de la maladienB& huitieme semaine postnatale (autour
de P60), bien que les souris SOD1-G93A ne présepéasnde déficits moteurs lors de la
marche sur tapis roulant, les phases d’appui ébfggieurs des pas sont plus longues que
pour les souris sauvages (Woottyal, 2005). Il vient récemment d’étre montré par une
approche électromyographique que pour certains legides pattes postérieures des souris

SOD1-G93A, comme le muscle gastrocnémien, le nontlbrdtés motrices est déja
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significativement plus faible dés P40 (Hegedtial, 2007), suggerant que les processus de
dénervation ont déja commencé. A partir de P60, @8%dibres IIB innervées par des
motoneurones de grande taille (motoneurones deRygmurfast fatigablé ont déja

disparu et la force contractile de ces muscledieshuée de 80% (Hegedes al, 2008). I
semble donc que les tests comportementaux évdtsoapacités motricemfarod et

tapis roulant) manquent de sensibilité car ils eenettent pas de déceler des déficits
fonctionnels avant I'apparition du phénotype clirdP90 pour les souris SOD1-G93A).
Ces données peuvent suggérer I'apparition de téfiwbteurs plus précoces que ceux

décrits jusqu’a présent.

Dans ce travail, nous avons utilisé huit des testsportementaux initialement proposés
par Fox en 1965 (Fox, 1965) pour comparer les regmréflexes des souris SOD1 et WT
afin d’évaluer l'influence de la mutation SOD1-G85& le développement sensorimoteur
des souriceaux pendant la période postnatale reictiercher d’éventuels déficits moteurs

chez les animaux transgéniques.

2 - RESULTATS

Pour les tests de retournement, d’agrippement atartiere, de placement avant,
d’évitement de I'a-pic et de placement aprés statmoth des vibrisses, 37 souris provenant
de cing portées ont été testées pour chaque lignédes jours de P1 a P6. Concernant les
tests d’agrippement arriere et de placement apiraslation des vibrisses, pour chaque
lignée des souris provenant de deux portées (neli3ssWT et n=12 souris SOD1) ont été
testées entre P7 et P11 pour vérifier si les défammportementaux observés étaient
transitoires. Enfin, pour les tests de placemengraret d’extension croisée, des souris

provenant de sept portées (n=46 et n=51 souris VED®1 respectivement) ont été testées
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tous les jours jusqu’a que toute la population gméssla réponse appropriée a la

stimulation.

Analyse comportementale du développement sens@undes souriceaux.

Les graphiques montrant I'évolution des réponses gesentés dans la figure 6. Pour
chaque test et a chaque jour postnatal, la tabhe les proportions (exprimées en
pourcentage) de souriceaux répondant correcterngrieats ainsi que les valeurs des tests

statistiques.

Pour le test de retournement, la proportion deis@®D1 capables de se retourner une
fois placées sur le dos est significativement failde quelque soit le jour postnatal
considéré. A P3, 65% des souris WT se retournens glue seuls 19% des souris SOD1 en
sont capables. Le retard est récupéré au débatsEbdbnde semaine postnatale. A P7

toutes les souris WT et SOD1 se retournent en nu#rik) secondes.

L’apparition et I'évolution des réponses au tesipdippement arriere sont comparables au
test de retournement avec a chaque jour postratalderé des proportions plus faibles

pour les souris SOD1. A P6 la réponse correctelestrvée pour 36 des 37 souris WT
testées alors qu’elle est présente seulement ¢éhdesl37 souris SOD1 testées. En seconde
semaine postnatale alors qu’a P7 toutes les sdlrisnt la bonne réponse seulement 50%
des souris SOD1 sont capables de saisir la pointeayon une fois l'intérieur de

'autopode stimulé. A P8, bien que 25% des souti®$ ne répondent pas a la stimulation,
la différence n’est plus significative. Le retast eompletement rattrapé a P11 avec 100%

des souris SOD1 présentant la bonne réponse (1d¥f6uris WT a P7).

Pour le test de placement des membres postérigacenent arriére) les différences

observées jusqu’a P8 ne sont pas significativasdpie les proportions de souris SOD1 qui
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répondent correctement sont plus faible a chaquepjostnatal étudié. De plus les
premiéeres réponses positives pour les souriceaus®iiTobservées a P2 et seulement a P4
pour les SOD1. A P8 et P9, les proportions de s&@D1 présentant la réponse correcte
sont significativement plus faibles comparées @ponses des souris WT. Toutes les
souris WT a P10 placent correctement leurs menasr&se apres la stimulation alors que

ce score est atteint & P11 pour les souris SOD1.

Les réponses aux tests de placement et d’agripgeteenrmembres antérieurs ne montrent
pas de différence entre les deux lignées contraing@mux réponses observés pour les
membres postérieurs. Toutes les souris WT et SODire réponse positive a P2 au test
d’agrippement avant et a P6 pour le test de planemeant avec une évolution comparable

entre les deux lignées.

Pour le test de placement aprés stimulation defssés (composante sensorielle
prépondérante), les différences pendant la premm@&raine postnatale sont significatives.
De P4 a P6 la proportion de souris SOD1 répondan¢ctement est significativement plus
importante. Toutes les souris WT et SOD1 se plapeméectement apres stimulation des

vibrisses a P8.

Pour le test d’évitement de I'a-pic, de P2 a P@rtaortion de souris SOD1 qui évitent I'a-
pic est significativement plus importante. A Pates les souris WT et SOD1 sont capables

d’éviter la chute.

Nos observations mettent en évidence que la répansé&flexe d’extension croisée perdure
plus longtemps chez les souris SOD1. A P10, I&wiffce est significative, le réflexe
d’extension croisée est toujours présent pour 1&8wsduris SOD1 testées alors que les

souriceaux WT les plus agés présentant ce réflaxecbservés a P9.
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3 - DIScUSsSION

Avec I'approche comportementale, nous venons denerogue les souris SOD1-G85R
présentent des retards dans I'expression de réflda® la premiére semaine postnatale. Ces
anomalies représentent les premiers déficits meécrits dans un modeéle transgénique
SODL1. Les résultats des tests comportementauweswsolris WT sont comparables aux
précédentes études (Fox, 1965; Le Rogl, 1999; Le Royet al, 1998). La maturation de
certains réflexes sensori-moteurs est differenéz ¢ds souris SOD1-G85R et il est
important de noter, dans le cadre de la maladieegitests comportementaux pour
lesquels les souris SOD1 présentent des retardsiesniests dont la composante motrice
est prépondérante (retournement, placement etpagnient) (Le Rot al, 2001). Le test

de retournement nécessite l'intégrité des fonctroosculaires, motrices et labyrinthiques.
Un retard dans la maturation des fonctions lablyiiptes est exclu car les souris SOD1
sont en avance pour le test d’évitement de I'agpicdépend principalement de l'intégrité
des fonctions labyrinthiques. Les différences ol&es pour le test de retournement
suggerent donc un retard dans la maturation dua@erostural et/ou de la composante
motrice des souris SODL1. Les tests de placemeahagtippement des membres postérieurs
et antérieurs renseignent sur la motricité deepat le développement de la motricité fine
pour le réflexe d’agrippement (Le Reyal, 2001). Pour le test d’agrippement, alors
gu’aucune différence n’est observée entre les tignges au niveau des membres
antérieurs, I'apparition des réponses positiveswEsbres postérieurs est retardée pour les
souris SOD1 (table 1). La méme dichotomie est ofésepour le test de placement avec,
pour les souris SOD1, un retard concernant les mesgostérieurs seulement. Ces
réflexes se bouclent au niveau de la moelle lorel@iur les membres postérieurs et de la
moelle cervicale pour les membres antérieurs. Rerdgériode périnatale, il a été montré

gue la maturation de la moelle épiniére s’effestelen un gradient rostro-caudal lié a la
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maturation des projections des voies descendaatesahtres supérieurs vers leurs cibles
spinales (pour revue Vinat al, 2000b). Ces résultats suggérent la possibilité detard

de maturation de la moelle épiniére et particuli@et des réseaux lombaires chez la souris
SOD1. La possibilité d'un défaut de maturation @Esgaux lombaires est aussi compatible
avec les résultats sur le réflexe d’extension émigui est observé plus tardivement chez
les souris SOD1. Ce réflexe est caractéristiquesdesceaux immatures et disparait avec
I'age de fagon concomitante a la diminution au aivdes réseaux spinaux du nombre de
circuits poly-synaptiques aberrants ainsi qu’a &uration des mécanismes inhibiteurs (Le
Royet al, 2001). Il semble donc que le retard observé [mtest de retournement soit
principalement d’origine spinale bien qu’un retdeths la maturation du contrdle postural
(composante musculo-squelettique) reste une pbsipil'il n'est pas possible d’éliminer
complétement avec nos résultats. Une analyse pdsstainsi qu'une étude de la marche
dans des conditions réduites de contrainte gra@ifgrmettraient de nous renseigner sur
cette possibilité.

Les réflexes de placement apres stimulation dasssis et d’évitement de I'a-pic pour
lesquels les souris SOD1 sont en avance par rappeisouris WT sont considérés comme
des réponses réflexes dont la composante sens@#lprédominante (Le Reyal,

2001). Le test de placement aprés stimulation dessges renseigne sur le degré de
maturation des voies de la sensibilité des vibsigtde test d’évitement de I'a-pic dépend

de la maturation et de I'intégrité des fonctiortsytinthiques.

Pour les tests sensori-moteurs, il a été montrdagtadlle des portées peut influencer
I'apparition des réponses (Tanaka, 1998). Dang éttide, les auteurs observent des
différences entre des souriceaux provenant degmeéec 5 a 7 souris et ceux issus de
portées avec 14 a 17 souris (Tanaka, 1998). Aleesdans notre étude, la différence

observée dans la taille des portées (8 matériakétodes, Fig. 1B.), bien que significative,
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semble trop faible pour pouvoir étre la cause @digitk moteurs précédemment discutés

(environ n=6 et n=7 souriceaux par portée respectant pour les WT et les SOD1).

Le fond génétique des souris est un parameétre bammtgoour I'acquisition de ces réflexes
neurologiques (Le Rogt al, 1998). Cependant pour trouver des différences dan
I'acquisition d’'une des réponses réflexes étudidetes différences génétiques doivent
étre importantes puisqu’il faut comparer des ligndistinctes (Le Rogt al, 1998) ou des
souris provenant de croisements de ces lignéeaieaitit au moins 50% de variation sur le
plan génétique (Diersset al, 2002). Les souris SOD1-G85R ont un fond génétique
équivalent a plus de 99,8% aux souris sauvages ligmee C57BI 6/J utilisées comme
contrbles (WT), puisqu’a partir des hybrides dpriamiére génération exprimant les génes
SOD1-G85R, huit backcross successifs ont été ésadigec des souris de la souche C57BI
6/J (voir § matériel et méthodes). Il semble dome qomme pour la différence de taille des

portées, le fond génétique ne soit pas a l'origie différences observées.

L’analyse comportementale suggére donc que la atédardu systéme sensori-moteur des
souris SOD1 est perturbée par la mutation SOD1-GfbRntraine un retard de
maturation pour les réflexes moteurs (retournenmatement et agrippement), lequel
pourrait provenir principalement d’'un défaut de unation des réseaux lombaires de la

moelle épiniére.

-73-



-74-



CHAPITRE Il
ACTIVATION DES RESEAUX LOMBO-SACRES DES SOURICEAUX
EN PREMIERE SEMAINE POSTNATALE
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1 - INTRODUCTION.

Lors de la période postnatale, les rongeurs (taewgis) passent d’'un mode de
déplacement par reptation a une véritable locompteventre complétement décollé du
sol (Serradj et Jamon, 2007; Vinelyal, 2002). Une locomotion spontanée, bien qu’encore
immature, s’'observe chez le rat a partir de P11{®l&sterga et Gramsbergen, 1990). En
revanche, les souriceaux sont capables de suppeutgroids et commencent a marcher
spontanément a partir de P9 (Jiat@l, 1999a; Serradj et Jamon, 2007; Whelan, 2003).
Les contraintes posturales sont le facteur limipgmir une locomotion spontanée des
animaux en premiére semaine post-natale (Vetaf, 2002), et I'apparition d’'une
véritable locomotion est liée a la maturation geddudu contrdle postural (Brocaed al,
1999; Vinayet al, 2002; Vinayet al, 2000b). En effet, il est possible d’induire
expérimentalement une locomotimnvivo en premiere semaine postnatale, par exemple
lorsque les jeunes souriceaux sont suspendusiestl@nsi placés dans des conditions de

contrainte gravitaire réduite (McEwet al, 1997; Serradj et Jamon, 2007).

Chez les rongeurs et de facon plus générale chemdenmiferes, la locomotion est sous le
contrble de réseaux de neurones qui forment lesesegénérateurs de rythme (CPGs pour
central pattern generatdsitués dans la moelle épiniere. L’activité mareut étre
déclenchée par certaines voies provenant du trémébral (par exemple la région
mésencéphalique locomotrice) qui contactent etexttiies CPGs spinaux (pour revue
Jordaret al, 2008). Les données obtenues sur les préparatiofitso de moelle épiniere

de rongeurs (rat et souris) montrent qu’il est fiidsgle déclencher des épisodes d’activité
rythmique dés la premiére semaine post-natale pigapnt des substances
pharmacologiques ou des stimulations électriquesr(gevue Jordaat al, 2008; Kiehnet

al., 2008). En de rares occasions ces épisodes pettverbserves de facon spontanée
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(Bonnot et Morin, 1998). Ces données mettent etleénie que les réseaux et les CPGs
spinaux sont déja fonctionnels des la naissangaeetictivés par des moyens
pharmacologiques ils peuvent générer des rythmésursocomparables a I'activité

locomotricein vivo des adultes.

Sur la préparatiom vitro de moelle épiniére isolée de souris nouveauxaessrythmes
moteurs se présentent sous la forme de boufféemigties de potentiels d’action qui sont
enregistrées aux sorties motrices des résealau niveau des racines ventrales lombaires
pour les membres postérieurs (Bonebal, 2002) et cervicales pour les membres
antérieurs (Gordoet al, 2008). Au niveau lombaire, ces activités rythnagjgont en
alternance de phase entre les racines homonymeségmp(alternance droite/gauche) et
entre les segments adjacents de nature fléxogénerie le segment L2) et ceux de nature
extensogene (comme le segment L5) (Kiehn, 2006) ARGs sont distribués sur tous les
segments lombaires (Bonnot et Morin, 1998; Kreméeg-Tov, 1997) avec un gradient
rostro-caudal de rythmogénicité (Bertrand et Cazak002; Cazaletst al, 1995) qui
pourrait s’expliquer par une plus forte expresslen récepteurs a la sérotonine dans les

segments les plus rostraux (pour revue Kiehn, 2006)

Grace a la manipulation génétique les différentsttuant des CPGs et des réseaux
commencent a étre décortiqués (pour revue BrowastblVilson, 2008; Kiehet al,

2008). Il est maintenant possible chez la sourigisiealiser sur les préparatiomsvitro des
populations spécifiques d’interneurones et aingiatactériser leurs propriétés pendant des
comportements locomoteurs (Hinckletyal, 2005; Wilsonret al, 2005). Ces travaux
montrent que certains groupes d’interneurones espdopriétés autorythmiques et seraient
les cellules des CPGs génératrices de rythme qilersi’autres groupes d’interneurones
distribuent et coordonnent 'activité motrice erlgs différents segments de moelle

(Tazerartet al, 2007; Wilsoret al, 2005; Zhonget al, 2007). Enfin, longtemps considérés
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comme des simples relais passifs de I'activitérdesaux vers les muscles (la voie finale
commune), il semblerait que les motoneurones fasaesi partie intégrante des réseaux
locomoteurs. En effet les motoneurones spinauxcapdbles de moduler leur excitabilité
et leur activité en fonction du type d’activité émootrice (Brownstone, 2006; Heckman

al., 2008a; Hyngstroret al, 2007).

Dans cette partie, nous avons comparé l'activiggrdseaux de la moelle lombaire des
souris SOD1 et des souris WT. Pour cela nous awengrofit de la préparatioim vitro de
moelle épiniére-tronc cérébral isolée de sourisraaux-né et du fait que dés la premiere
semaine post-natale, des épisodes d’activité negpécivent étre induits expérimentalement
par des applications combinées de substances mtvesa\Whelan, 2003).

Pour déceler d’éventuelles modifications dans tefionnement des réseaux moteurs
lombaires nous avons, dans un premier temps, atn@gi en passant » au niveau des
sorties motrices I'activité spontanée de ces résdaactivité spontanée représente un
index du degré de maturation des réseaux et demeaiones. En effet, il a été montré
chez le rat que I'activité spontanée diminue gridoment avec I'age pendant la premiére
semaine post-natale (parallélement a une baisgeitd#ibilité des motoneurones spinaux)
(Hanson et Landmesser, 2003; Viraal, 2002; Vinayet al, 2000b). Ensuite dans le but
d’activer ces réseaux nous avons appliqgué desadest neuro-actives (NMA et 5-HT) et
comparé les réponses entre les deux lignées. As deuces expériences, NOUs avons aussi
étudié le fonctionnement des réseaux de la moatiee dont la majorité des motoneurones

innerve la musculature de la queue (Lev-Tov et Blgk;, 2000).
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2 - RESULTATS

a) Activité spontanée des réseaux lombaires.

Dans les deux préparations, une activité motricatgmée irréguliére est enregistrée au
niveau des racines ventrales lombaires L3 et LEisgy préparations SOD1 et six
préparations WT entre P3-P6. Les racines lombanmesentent une faible activité
composeée de potentiels d’action (PA) spontanés, deg¢emps en temps des bouffées de
PA (Fig. 7A).

Le nombre moyen de PA par tranche de 10 minutedee$81 + 44 (n=10 racines) et de
169 + 43 (n=11) pour les souris WT et SOD1 respentent (P=0,84 ; Fig. 7B1).
L’intervalle inter événement (IE) est similaire enkes deux lignées (6,01 + 1,66 s pour les

WT et 6,17 £ 1,40 s pour les SOD1 ; P=0,82 ; FRR)7

b) Effets des applications de N-méthyl-DL-aspartatale sérotonine.

0 Au niveau des segments lombaires
L’activité des réseaux lombaires pendant des agpbics de N-méthyl-DL-aspartate
(NMA) et de sérotonine (5-HT) est enregistrée aeail des racines ventrales lombaires a
partir de neuf préparations de souris WT et ongpamations de souris SODL1. Les
proportions de racines lombaires dont I'activitgrmente pendant I'application de NMA et
de 5-HT sont significativement différentes entiedeux lignées (P=0,013 **, test exact de
Fischer). Pour les préparations WT, le cocktadvaai NMA (10uM) et 5-HT (5uM) induit
des activités rythmiques réversibles enregistréelagjuasi totalité (15 sur 16 racines) des
racines lombaires avec des épisodes d’activiténdleeentre racines lombaires opposées

(Fig. 8A).
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Pour les préparations de souris SOD1, les mémdgagns n’entrainent aucune
augmentation d’activité pour 12 des 20 racines inals enregistrées (Fig. 8B). Sur les
huit autres racines de souris SOD1, seules desdghen bouffées transitoires (6 / 20) ou
une activité tonique soutenue (2 / 20) sont ennegis (Fig. 8C). Sur I'exemple de la figure
8D montrant des enregistrements d’une préparaf@niS la concentration de NMA est
augmentée a 20uM et des décharges irrégulieresudfébs de potentiel d’action sont alors
enregistrées dans les racines lombaires opposéssdiffées irréguliéres sont aussi
obtenues lorsque la concentration de 5-HT est angragusqu’a 20uM. Le fait
d’augmenter les concentrations des substances-aetives (soit le NMA ou la 5-HT, soit
les deux) permet d’enregistrer au niveau de tdegegacines lombaires des préparations
SODL1 une activité de type tonigue ou en boufféégidieres pendant toute la durée des

applications.

Pour les préparations SOD1, si au cocktail NMANXMDA) / 5-HT, nous associons la
dopamine (DA, 30-75 uM), il est alors possible dégjistrer des activités rythmique
alternées entre racines lombaires dans les prépasate souris SOD1 (n=2 préparations
sur 6) (Fig. 9A1 et 9A2). Contrairement aux prépars WT, la DA est nécessaire pour
déclencher des décharges rythmiques alternéeseauniombaire des souris SOD1. En
effet sur ces préparations le NMDA combiné a labré suffit pas a induire de telles

activités rythmiques alternées (Fig. 9A3).

Cependant, le résultat principal de cette parti€assence au niveau lombaire d’alternance
entre segments opposés (ou adjacents) chez lemratiéps de souris SOD1 lors

d’applications de NMA et de 5-HT.
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0 Au niveau des segments sacrés
Contrairement aux observations réalisées au nikabaire, les activités rythmiques
enregistrées sur les racines des segments sadr&3)$ors des applications de NMA et 5-
HT sont comparables entre les préparations WT &1SO
Dans toutes les racines (n=12 pour les WT et n=lé jgs SOD1) des activités rythmiques
alternées entre segments opposés sont enregistreegs applications de NMA 10uM et

de 5-HT 5uM (Fig. 10).

Les résultats sur I'activité spontanée et des ®fles applications de NMA et de 5-HT
montrant la difficulté d’activer les réseaux lomies chez les souris SOD1 sont publiés
avec les données de I'analyse comportementaleldaesue European Journal of

Neuroscience (Voir annexe 1).

c) Role de la composante NMDA dans la difficultéaliver les réseaux lombaires des
souris SOD1.

L’activité spontanée est enregistrée a partir demes lombaires L3 et L5 dans un milieu
de perfusion sans magnésium @¥)gDans cette condition expérimentale, une forteviae

en bouffées de PA irréguliere en durée et en frécpiest observée pour les deux souches
et s’explique par la levée du bloc magnésium desptéurs NMDA (Fig.11A et 11B). Le
nombre moyen de PA est significativement difféeamtre les deux lignées (P=0,018* ; Fig.
11C). Il est de 4886 + 1972 pour les racines lonaisgin=13) des souris SOD1 et de 6564
+ 1392 pour les souris WT (n=13). Les fréquencegannes sont de I'ordre de 27 Hz et de

36 Hz respectivement pour les souches SOD1 et WT.
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L'intervalle inter-évenement moyen (IE) est sigrafivement différent entre les deux
lignées (IE=43,2 £ 5,3 ms pour les SOD1 et IE=28]38 ms pour les WT ; P=0,007** ;

Fig. 11D).

Le NMA appliqué a 30 uM (WT, n=8 et SOD1, n=7) aegre I'activité des réseaux
spinaux lombaires enregistrée sur les racinesalest(L2 a L6). L'augmentation s’observe
a la fois pour les préparations WT et SOD1 (Figh)lidais dans des proportions
différentes entre les deux lignées (16 racine&yrour les WT et 6 racines sur 17 pour les
SOD1 ; P=0,021 *, test exact de Fischer).

De plus, la majorité des racines « activées » ¥V T présentent des décharges en
bouffées rythmiques (10/16) qui peuvent étre aftesnalors que les 6 racines « activées »
chez les SOD1 le sont de maniére tonique avec gegloouffées de faible amplitude.
Dans I'exemple de la figure 12, une activité aléermapide entre les racines adjacentes
ipsilatérales L3 et L5 de la préparation WT estgistrée pendant une application de NMA
a 30 uM (Fig. 12B1). Pour la préparation SOD1 eistate simultanément, quelques
bouffées de faible amplitude sont enregistréesébuittdde I'application (Fig. 12B1).

Ensuite I'activité tonique s’installe dans la preggan SOD1 alors que les rythmes alternés

sont toujours présents pour la préparation WT (E282).

Comme pour les applications de NMA et de 5HT ulie thchotomie entre WT et SOD1
s’observe seulement au niveau des segments lorabba@® enregistrements des racines
sacrées pendant les applications de NMA (30uM) reahtes activités rythmiques qui
peuvent étre alternées entre segments opposétedateux types de préparation (non

illustre).
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3 - DIScUSsSION

Concernant I'activité spontanée enregistrée suraeises lombaires des souris WT et
SOD1-G85R, nos données sont comparables aux entiseures (Bonnadt al, 1998; Li
et Burke, 2001; Whelaet al, 2000). Pour les souris WT, les applications deA\& de 5-
HT induisent des activités motrices alternées aaani de la moelle lombaire comme décrit
précedemment chez la souris (Kullandeal, 2003; Whelaret al, 2000). Lors des mémes
applications, I'absence d’activité rythmique aueav lombaire des préparations SOD1-
G85R suggere un probleme dans l'activation séro@ygique et/ou glutamatergique et/ou
des différences dans les propriétés endogenedéatesrés constitutifs des réseaux
(interneurones et motoneurones). Nos résultatsiepipla possibilité que la composante
NMDA contribue a la difficulté d’activer les résealombaires des souris SOD1. La levée
du bloc Md* des récepteurs NMDA entraine une augmentatiofadvité enregistrée
spontanément sur les racines lombaires des préaperdV/T et SOD1, mais I'activité
spontanée des segments lombaires est alors pilis d&ins les préparations SOD1 par
rapport aux préparations WT. De plus, les apphbcatide NMA sont peu efficaces chez les
préparations SOD1 contrairement aux préparationsd@une activité rythmique n’est
déclenchée et un faible nombre de racines lombprgsente une augmentation de
I'activité. Ces données suggerent que le nombréckpteurs NMDA sur les neurones
et/ou les motoneurones des segments lombaires &6tplus faible et/ou que ces
récepteurs ne sont pas fonctionnels. Cependaractegtés rythmiques alternées
enregistrées au niveau lombaire lorsque la dopaeshajoutée au cocktail NMA / 5-HT
suggerent que la connectivité des réseaux lombastgzréservée dans les préparations

SOD1.

Les réseaux sacrés (S1-S3) ont des capacités gabmiutilisées lors des mouvements de

la queue et peuvent étre activéwitro par des applications de NMA et de 5-HT (Lev-Tov
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et Delvolve, 2000). Il est important de soulignansl le cadre de la maladie que I'absence
d’alternance lors des applications de NMA et deTsddncerne seulement le niveau
lombaire des souris SOD1. Les segments lombaimsnamdent I'activité motrice des
membres postérieurs qui sont dans ce modeéle atémplemiers a montrer des signes de
paralysie a I'dge adulte. Au contraire, nous awairgervé que les mouvements de la queue,
dont I'activité motrice est commandée par des poualteurs des segments sacrés, ne sont
pas affectés dans ce modéle animal méme lorsqpagddysie des membres postérieurs est
compléte, suggérant que ces motoneurones sontnésgogr la maladie. Or, dans ce

travail, les co-applications de NMA et de 5-HT iis#nt, sur les racines sacrées des

préparations SOD1 et WT, des activités rythmiquiesrsées comparables.

Nous montrons dans cette partie la difficulté diamtles réseaux lombaires des souris
SODL1 lors de stimulations pharmacologiques av®tMé\ et la 5-HT. Cette difficulté
semble étre principalement liée a la composantamlatergique. Cette anomalie dans le
fonctionnement des réseaux lombaires est compatiae les retards d’expression de
certains réflexes moteurs que nous avons décrit lamproche comportementale. En effet
ces retards suggéraient un défaut de maturatiorédeaux lombaires de la moelle épiniére.
Enfin le fait que les réseaux sacrés ne présepgntette anomalie permet de soutenir

I'idée que les anomalies observées au niveau lambant bien spécifiques de la maladie.
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CHAPITRE Il
ACTIVITE DES RESEAUX ET DES MOTONEURONES LOMBAIRES
DES SOURICEAUX WT ET SOD1 LORS DE L’INHIBITION DES
TRANSPORTEURS DU GLUTAMATE.
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1 - INTRODUCTION

Dans les mécanismes pathologiques de la SLA, unearse clairance du glutamate de la
fente synaptique pourrait expliquer une part dexéité du glutamate. Il a été montré sur
des synaptosomes obtenus a partir de tissus @mfzaiumains de SLA une diminution de
la clairance du glutamate dans les zones du sysiemeux central concernées par la
maladie (Rothsteiet al, 1992). De plus a partir de tissus de patients,3fAmarquages
immuno-histochimiques des transporteurs ont mqité la moelle épiniere et le cortex
une diminution importante du transporteur glial GL(F0-90%) mais pas de l'autre
transporteur glial GLAST (Rothsteet al, 1995). La diminution de 20% du transporteur
neuronal EAACL était corrélée avec la perte motameale (Rothsteiet al, 1995). Cette
perte de GLT1 pourrait provenir de défauts d’éditiie son ARN codant retrouvés chez
des patients SLAs spécifiguement dans les zonestééfs par la pathologie (L&t al,

1998). Une mutation du géne codant pour GLT1, nesaiole d’un ralentissement de la
recapture de glutamate, a été détectée dans we @&sA sporadique (Trotét al, 2001).
Ces données sont en faveur d'un role du transpagtel GLT1 dans la physiopoathologie

de la SLA.

Dans les modeles animaux comme les souris SOD1-(d884rotéines SOD1 mutantes
inactivent de facon sélective le transporteur @il 1 (Trotti et al, 1999). Dans le modele
de rat transgénique G93A, le stade terminal dediadne est caractérisé par une perte de
90% de GLT1 dans la corne ventrale de la moellei&@ (Howlandet al, 2002). De
méme, chez les souris G85R au stade terminal datification de GLT1 effectuée a partir
de broyats de moelle épiniere montre une perteéede ce transporteur (Bruigt al,

1997).
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Dans cette partie nous avons étudié les effetadeuimulation de glutamate lors
d’application de DL-TBOA, sur I'activité des résedombaires. Le DL-TBOA est un
inhibiteur spécifique de la recapture du glutanedtieloque les transporteurs gliaux GLT1
(EAAT2) et GLAST (EAAT1) (Shimamotet al, 1998) ainsi que le transporteur neuronal
EAAC1 (EAAT3) qui sont les trois types de transpars présents au niveau de la moelle
épiniére (Danbolt, 2001). Les enregistrements tinbbtenus a partir des racines ventrales
lombaires (L3 a L6) et sacrés (S1 a S4) pendaradpkcations de TBOA (20 uM) sur
n=11 préparations WT et n=13 préparations SOD1s Hercertaines de ces expériences
avec le TBOA, l'activité intracellulaire des motamenes du segment L5 a aussi été
enregistrée de facon concomitante aux enregistrsneairacellulaires de racines ventrales

et dorsales.
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2 - RESULTATS

a) Activité rythmique enreqistrée sur les racinestrales lors de 'accumulation de

glutamate pendant les applications de TBOA.

Pour les deux types de préparation WT et SOD1BIBA appliqué a la concentration de
20uM induit des décharges de longue durée et aelgramplitude qui sont synchrones sur
toutes les racines ventrales enregistrées. Aucifiiéeethce n’a été observée entre WT et
SOD1 lors des enregistrements extracellulairesgiguae 13 illustre pour chaque lignée un
exemple de réponse pendant une application de TB@ALM. Pour les deux lignées, la
fréquence d’apparition de ces larges bouffées fenvbutes les 2 minutes) et leur durée
(environ 25s) sont comparables. Dans n=5 expérsamages avons enregistré
simultanément les racines dorsales et ventralesnsh qu’un motoneurone du méme
segment pendant I'application de TBOA a 20uM (Ei). Dans n=3 cas, le début des
larges dépolarisations intracellulaires est synohi@vec I'apparition de bouffées
rythmiques enregistrées sur la racine dorsale bGefées précedent d’environ une

seconde les bouffées de grande amplitude obsesuédés racine ventrale L5.

b) Enreqistrements intracellulaires de 'activigsdnotoneurones pendant I'application de
TBOA

Avant I'application de TBOA, des potentiels syngpgs avec des dépolarisations
apparaissent spontanément et sont enregistrésia dans les motoneurones WT (n=15) et
SODL1 (n=12) de facon simultanée avec l'activiténmetrécupérée sur la racine ventrale
correspondante (Fig. 15A et 15B). L'applicationTd®OA (20uM) augmente la fréquence
et 'amplitude des fluctuations synaptiques dans tes motoneurones WT (n=15) et
SOD1 (n=12) enregistrés. Des dépolarisations lededarge amplitude entrainant des

bouffées de potentiels d’action sont enregistr€es 15 minutes apres le début de
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I'application de TBOA dans tous les motoneurones &$OD1 de maniére concomitante

avec les décharges des racines ventrales (FigetLl58D).

Pour les motoneurones des deux lignées, on peatvargue I'amplitude du potentiel
d’action (PA) diminue pendant les bouffées avegdtaentation de la fréquence
instantanée de décharge (Fig. 16A), ce qui estgttelment di a l'inactivation des
conductances sodiques voltage-dépendantes qutesmlent le PA. Mais pour les
motoneurones SOD1, un blocage total du PA est wbsers des bouffées de grande
amplitude ou la composante somato-dendritique (B§parait et la composante IS est

présente (initial segment) (Fig. 15D, 16B).

Afin de déterminer si les dépolarisations indufias le TBOA sont dépendant du potentiel
d’action sodique, les effets de la tétrodotoxin€XY ont été enregistrés dans n=4
motoneurones WT et n=5 motoneurones SOD1 pendaaplaications de TBOA (20 uM).
Apreés cing a dix minutes de perfusion, la TTX (1udque toute I'activité induite par le
TBOA dans les motoneurones WT et SOD1 et un rgimagressif de ces activités est
enregistré aprés deux a trois heures de rincagiigpen de TBOA 20 uM seul). La figure
17 illustre un exemple de blocage par la TTX (1pddis un motoneurone WT et sur les
racines ventrales L5 et L6 pendant une applicatem@BOA (20uM). Le méme effet est

obtenu dans les préparations de souris SOD1.

c) Lagenése des dépolarisations de large amplituligtes par le TBOA est différente

entre les motoneurones WT et SOD1

Pour déterminer la contribution des différents syge récepteurs au glutamate dans la
genese des bouffées de large amplitude enregistmsedes applications de TBOA
(20uM), nous avons tout d’abord ajouté du D-APV antagoniste compétitif des

récepteurs NMDA. A la concentration de 80uM, le BAAbloque complétement les lentes
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bouffées de large amplitude dans les motoneurone$n# 3 sur 3) et I'activité induite par

le TBOA disparait sur les racines ventrales derfaspmcomitante (Fig.18C).

Pour les motoneurones SOD1, le D-APV appliguéradane concentration empéche les
motoneurones d’émettre des PA et bien qu’aucungtéabe soit enregistrée sur la racine
ventrale des oscillations de faible amplitude [esit dans ces conditions (n= 4 sur 4 ; Fig.
18D), contrairement aux motoneurones des sourisAfifi.d’éliminer la possibilité d’'un
effet compétitif entre le D-APV et le glutamate egdne accumulé pendant I'application
de TBOA, nous avons vérifié que ces oscillationsigtient en présence de d'un
antagoniste non compétitif des récepteurs NMDAJKe801 appliqué a 50uM (n=3). Pour
les motoneurones SOD1, ces oscillations membranp@esistantes sont totalement
bloquées si I'on ajoute au D-APV (ou au MK-801)@NQX (10uM), un antagoniste des

récepteurs AMPA/kainate (Fig. 19).

Pour les motoneurones WT, les récepteurs AMPA@peint aussi a la genése des bouffées
induites par le TBOA. Ces bouffées sont trés foelrtméduites lors d’applications de
CNQX (10uM) mais ne disparaissent pas totalemeataibles dépolarisations sont

toujours enregistrées pendant ces applications)(n=3
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3 - DISCUSSION.

Appliqué a 20 uM, le DL-TBOA bloque partiellemeasIsystéemes de recapture du
glutamate (Danbolt, 2001) et induit au niveau detelle épiniére de souris nouveaux-nés
une accumulation de glutamate dans le milieu ecetiadaire qui engendre une

synchronisation des décharges motrices comparatrie les deux types de préparation.

Il a été suggéré, au niveau de I'hippocampe laapplication de TBOA a 20uM
(Demarqueet al, 2004), une augmentation cyclique des niveaux géues de glutamate
par le phénomene d’inversion des transporteursi{@lgr2001). Dans la moelle épiniére,
un tel mécanisme pour expliquer la genese des d&eaiffythmiques peut étre exclu puisque
des concentrations saturantes de TBOA (M)Jprovoquent ces activités rythmiques et
synchrones dans les racines ventrales (non ilesiré de telles concentrations le blocage

est complet et le phénomeéne d’inversion est imptesgbDanbolt, 2001).

Dans ce travail les décharges rythmiques sont sgnidees sur difféerents segments de
moelle et ont une période (2 minutes) comparaloiglas des activités rythmiques induites
par le TBOA dans le cortex (Demargeteal, 2004), I'hippocampe (Cattagt al, 2007) ou
dans le noyau hypoglosse du tronc cérébral (Shiaréiet Nistri, 2006), qui sont des
structures a la connectivité trés différente. Geggere que le cablage spécifique entre les
neurones n’'est pas important pour la régulatiooatie activité rythmique. Les
enregistrements de bouffées sur les racines dersatehrones avec les dépolarisations
intracellulaires suggerent que I'apparition desftims de large amplitude observées sur
plusieurs segments de moelle et leur synchronisatnivent résulter de la dépolarisation
massive des afférences primaires lors de I'accuinulae glutamate endogene pendant les

applications de TBOA. En effet, en période postedts afférences primaires des racines

-94-



dorsales projettent sur plusieurs segments adg¢€ajal, 1952; Mirnics et Koerber,

1997).

Nos résultats suggérent également des réponsesqagantes lors de I'activation des
récepteurs AMPA dans les motoneurons SOD1 qui pant étre la conséquence d’'un
ratio différent entre récepteurs AMPA et NMDA oueédlues a une plus grande
perméabilité des canaux associés aux récepteursfAMPfait que la composante SD des
PA soit moins souvent déclenchée dans les motones®OD1 suggere que
'accumulation de glutamte dépolarise fortementesdrites des motoneurones SOD1.
Les antagonistes des récepteurs NMDA (MK-801 et®/Abloquent complétement pour
les motoneurones WT les dépolarisations rythmiduehsites par les applications de TBOA
(Fig. 18). Ce blocage des activités rythmiquedasaantagonistes NMDA a aussi été
retrouvé dans d’autres régions du systeme nendngulo et al, 2004; Cattanet al,

2007; Demarquet al, 2004; Sharifullina et Nistri, 2006), indiquantegies récepteurs

NMDA jouent un r6le déterminant dans I'apparitiomaks dépolarisations.

Cependant, des dépolarisations membranaires rytlasipersistent au niveau des
motoneurones SOD1 en présence d’antagonistes asteérs NMDA. Le fait que des
dépolarisations persistent appuie la possibilitithna@iéséquilibre du ratio entre récepteurs
AMPA et NMDA avec un plus faible nombre de récepedMDA pour les motoneurones
SOD1, comme le suggérent aussi I'activité spontaméegistrée lors de la levée du bloc
Mg?* et les enregistrements lors des applications dé& ®hap. Il). Cependant, ces
dépolarisations persistantes sont bloquées patitiad de CNQX, ce qui suggére aussi

gue la composante AMPA est plus importante au nivies motoneurones SOD1 avec, soit
un plus grand nombre de récepteurs, soit une parslg perméabilité des canaux associés
aux récepteurs AMPA. Cependant, ces hypothésaemtesvérifier. Dans les motoneurones

SOD1-G93A mis en culture & partir du stade embrgigenles canaux associés aux
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récepteurs AMPA sont presque trois fois plus pebiessau Naet au K que les
motoneurones avec la SOD1 humaine non mutée, reaiwntrent pas de différence pour
la perméabilité calcique (Piest al, 2003b). Au niveau de la moelle épiniére, le tdax
récepteurs NMDA diminue considérablement pendaptdaniére semaine postnatale
(Fukayaet al, 2005; Kalbet al, 1992; Stegenga et Kalb, 2001). Ainsi, un rapplus

élevé AMPA/NMDA pour les motoneurones SOD1 impligaét une diminution plus
rapide du nombre de récepteurs NMDA soit une auggien de la densité de récepteurs
AMPA. Des changements précoces des taux d’expredsi® récepteurs AMPA et NMDA
n'ont pas été montrés dans les souris SOD1, bieme@tude récente montre a un stade
pré-symptomatique une sur-expression de la soué-GhiR1 et une diminution de la sous-
unité GIuR2 au niveau des récepteurs AMPA des neat@mes SOD1-G93A (Zhaa al,
2008). La diminution de la sous-unité GluR2 estasteur d’'une plus grande perméabilité

des canaux ioniques associés aux récepteurs AMBAr(eret al, 1991).
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CHAPITRE IV
PROPRIETES ELECTRIQUES DES MOTONEURONES WT ET SOD1
EN PERIODE POST-NATALE
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1 - INTRODUCTION

Les résultats obtenus lors des applications de N#tide 5-HT sur la préparatiamvitro de
moelle épiniéere / tronc cérébral isoléee de samipremiére semaine post-natale (P3-P6)
montrent la difficulté d’activer les réseaux lommeaides souris SOD1. Ces données
suggerent une hypoexcitabilité de ces réseauxaurait résulter de changements des
propriétés des neurones spinaux et/ou des motamesirBar une approche
électrophysiologique intracellulaire sur la prépiarain vitro, nous avons donc étudié et
compare les propriétés électriques de motoneundfiest SOD1 pendant la premiére

semaine postnatale.

Actuellement, I'utilisation de la souris pour étedie développement de la locomotion est
plus courante du fait de son fort potentiel de npalaition génétique (pour revue
Brownstone et Wilson, 2008). Paradoxalement, @gegucune étude n’a encore
caractérisé dans cette espece I'évolution desipdles propriétés électriques des

motoneurones au cours de la période postnatale.

La majorité de nos connaissances sur I'évolutionedepropriétés vient des études réalisées
chez le rat sur des populations de motoneuronesdwes et du tronc cérébral (Carrassal
al., 2005; Greer et Funk, 2005; Viaaaal, 1994; Vinayet al, 2000b; Walton et

Navarrete, 1991; Ziskind-Conhaim, 1988).

Lors de la période postnatale s’opéerent d'impodgsmhodifications des propriétés
électrigues des motoneurones spinaux a la baseatgements d’excitabilité de ces
cellules (Carrascadt al, 2005; Spitzeet al, 2000; Vinayet al, 2000b). Il a été décrit que
la résistance d’entrée des motoneurones diminuggpeta période postnatale (Fulton et
Walton, 1986; Seebach et Mendell, 1996). Cetternlitin semble étre corrélée avec une

augmentation de la taille des motoneurones obs@eégant la méme période chez le rat
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(Westerga et Gramsbergen, 1992). Une augmentatida tdille des motoneurones pendant
la période postnatale est aussi observée chenie ghi et al, 2005) et le chat (Simaoet

al., 1996; Ulfhake et Cullheim, 1988). Une diminutide la résistivité membranaire liée a
des changements de densité des canaux ioniquamésm la membrane pourrait aussi
expliquer la diminution de la résistance d’entidiafaet al, 1994). Parallelement a la
diminution de la résistance d’entrée, le courant@®base augmente pendant la période
postnatale, alors que le potentiel de repos merabeareste constant (Carraseshl,

2005; Greer et Funk, 2005; Seebach et Mendell,)1#98utres changements concernent
les conductances ionigues membranaires (pour éwag et al, 2000b). L’augmentation

de la densité et de la cinétique d’activation desax sodiques et calciques ainsi que la
maturation des canaux potassiques dépendants thgealont a la base des modifications
des propriétés actives des motoneurones (Carresahl 2005; Greer et Funk, 2005;
Seebach et Mendell, 1996; Viaatal, 1994; Vinayet al, 2000b). Ces modifications des
propriétés actives entrainent une diminution ddulge des potentiels d’action et de 'AHP
avec pour conséquence directe une augmentatianfdesgence de décharge des
motoneurones pendant la période postnatale. Peundéoneurones lombaires, la densité
des canaux sodiques qui sous-tendent le poterdigiah augmente pendant la période
post-natale (Gao et Ziskind-Conhaim, 1998). Caitgneentation et le fait que la proportion
de ces canaux, qui restent dans un état activediteplus grande avec I'age explique aussi
pour partie 'augmentation de la fréquence de dgghdes motoneurones au cours de cette

méme période (Carliat al, 2008).

Des études réalisées a partir de cultures de rsaatbdryonnaires et néonatales ont montré
des changements d’excitabilité des motoneuroneslS®Do et al, 2004; Pierket al,
2003a). Ces motoneurones sont caractérisés paugneentation de leur excitabilité

intrinseque avec une nette augmentation de lear(gante de la relation intensité-
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fréquence de décharge). Il semblerait que cetterkypitabilité concerne particulierement
les motoneurones avec un grand diamétre somatiqaoitdiée aux conductances sodiques
persistantes (Kuet al, 2005). Les modifications des propriétés élecagides
motoneurones SOD1 issus de culture pourraient pegridce pendant la maturation des
conductances membranaires au cours de la périctiegbale bien qu’une hyperexcitabilité
telle qu’elle est décrite dans les conditions dsengin culture semble difficilement
compatible avec les résultats obtenus dans la prerpartie sur I'activité spontanée et la

difficulté d’activer les réseaux lombaires des 80D1.

Sur la préparatioim vitro de tronc-cérébral / moelle-épiniére isolée, nousa pour les
motoneurones WT et SOD1-G85R étudié les modes awadges et caractérisé les
propriétés passives et celles du potentiel d’agiemdant la période postnatale. Nous avons
aussi soumis les motoneurones a des protocoldéswdation en rampe dans le but
d’activer les conductances persistantes sodiquesl@tues (Bennett al, 2001; Powers

et Binder, 2003; Tazeraet al, 2008).

Chez la souris les canaux calciques de type L@eitement matures au début de la
deuxieme semaine postnatale (P7) (Jietngl, 1999b), ce qui suggére que les propriétés
électrigues des motoneurones continuent d’évolpigrsda fin de la premiére semaine
postnatale. De plus, I'étude comportementale manieeles souris SOD1 présentent un
délai dans 'acquisition de certains réflexes nigigues impliquant la moelle lombaire,
comme les réflexes de placement et d’agrippementaambres postérieurs. Les retards
pour ces tests et pour d’autres tests moteurs cdmiest de retournement sont transitoires
et pleinement récupérés elf%semaine postnatale. De fait, nous avons pourkétuile
longitudinale des parameétres électriques des motones en deuxieéme semaine postnatale

(de P7 a P10). Quand ce travail a été entrepngy évait aucune donnée concernant les
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propriétés électriques de motoneurones dans laggpnin vitro de moelle épiniere

entiere.

En utilisant la préparatioin vitro moelle épiniére / tronc cérébral isolée de so68s,
motoneurones WT et 48 motoneurones SOD1 du sedrBantit été enregistrés entre P3 et
P10. Pendant cette période de développement (dePRB), nous avons tout d’abord pour
les deux lignées étudié la maturation des progiélEctriques entre la premiere et la
seconde semaine postnatale (entre P3-P6 et P7fRii®nous avons comparé les
propriétés électriques des motoneurones WT et Si2iD& ces deux groupes d’age ainsi

définis.

2 - RESULTATS

a) Propriétés passives des motoneurones

Pour les motoneurones (MNs) des deux lignées,tlngiel de repos reste stable au cours
des deux premiéres semaines postnatales malgtgypamolarisation de 1,8mV en
moyenne pour les MNs WT entre la premiere et lxideue semaine postnatale (tables 2 et
3 respectivement pour les MNs WT et SOD1). Lorsgquwompare le potentiel de
membrane au repos des MNs des deux lignées, addterence n’est observée (tables 4 et

5 respectivement pour la premiére et la secondaiserpostnatale).

Contrairement au potentiel de repos, I'évolutiotrefa premiére et la seconde semaine
postnatale de la résistance d’entrég)(&st differente entre les MNs WT et SOD1. Alors
gue pour les MNs WT, lajRdiminue Iégerement entre les deux groupes d’adpe(2),
elle chute de facon significative pour les MNs SQI2121,9 M2 pour les P3-P6 a 12,3
MQ pour les P7-P10 (table 3). Afin de donner un ap&nggitudinal de I'évolution de la

Rin, les données sont présentées dans la figure @0agre groupes de taille comparable en
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fonction de I'age: P3-P5, P6-7, P8 et P9-10. dajtee montre clairement que la
diminution pour les MNs SOD1 est continue entreePB10 avec une chute bien nette de la
Rin a partir de P8. En effet, a partir de ce jour paist, les R des MNs SOD1 enregistrés

ne dépassent plus 18&M

De cette évolution différente, il résulte pour MNs SOD1 a P7-P10 une résistance
d’entrée significativement plus faible que cells 8&Ns WT (voir Fig. 21A ; table 5). En
seconde semaine postnatale, la valeur moyennesistances d’entrée des MNs SOD1
(n=28) est 24% plus faible que celle des MNs WT3@)<table 5). En premiére semaine
postnatale, la différence entre les résistancedrde des MNs des deux lignées n’est pas

significative (table 4).

b) Paramétres biophysiqgues membranaires des motoe=ua P7-P10

Pour n=12 MNs WT et n=9 MNs SOD1 du groupe d’agdR@, la constante de temps
membranairet(,) a été mesurée sur un créneau hyperpolarisanddé @’intensité (Fig.
22A) et la capacité membranaire{fCalculée a partir de la relation€, / Rin. On
retrouve pour cette population de MNs la difféeredeeR, observée avec I'ensemble de
I'échantillon apparié en age (Fig. 22C). Cependantpnstante de temps membranaire
n’est pas significativement différente entre lesxdiignées (Fig. 22B ; table 5). Il en
résulte que la capacité membranaire est signiieatent plus grande pour les MNs SOD1

(Fig. 22D ; table 5).

c) Propriétés des potentiels d’action antidromiguerthodromique

o PA antidromique.
Pour les MNs des deux lignées, la latence d’apparttu PA antidromique diminue de

facon significative entre la premiére et la secas®lmaine postnatale (tables 2 et 3).
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Concernant le décours temporel du PA antidromipuessultat le plus significatif
concerne la diminution avec I'adge de la durée duH2A durée) pour les MNs WT et
SOD1 (Fig. 23A et 23D). Pour les MNs des deux legéda diminution de la durée du PA
est en grande partie expliquée par une repolasatus rapide (Fig. 23C-F) alors que le
temps de montée (Fig. 23B-E) reste identique desrdeux groupes d’age (tables 2 et 3

pour les valeurs).

La « vitesse de repolarisation maximum » est diffiéa entre les deux groupes d’age de
facon hautement significative (tables 2 et 3)alltfnoter pour les deux lignées que le
parametre «vitesse de montée maximum» est lui aiggsficativement différent entre les

deux groupes d’age (tables 2 et 3).

Le nombre de MNs pour lequel le PA antidromiqueraplet » (avec toutes ses
composantes) est analysé est plus faible que Ibmoratal de MNs enregistrés. Dans n=4
MNs (WT+SOD1) la composante somato-dendritique (&)absente suite a la
stimulation de la racine ventrale. Pour d’autresdh=14), le PA antidromique est
déclenché apres stimulation de la racine ventel&ement lorsqu’un courant dépolarisant
est injecté dans le motoneurone (réduisant dontpllitude du PA). Pour n=6 MNs, le PA
axonique (M spike) est visible aprés la stimulatiena racine ventrale et la nature
motoneuronale de la cellule enregistrée est vérpar I'enregistrement de PA

orthodromique sur la racine ventrale L5.

Pour les caractéristiques du PA antidromique, liéon est comparable entre les deux
lignées. De plus, pour ces parametres, aucunedditfé significative entre les MNs WT et
les MNs SOD1 n’a été mise en évidence ni en premieen seconde semaine postnatale

(voir tables 4 et 5).
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o PA orthodromique
L’analyse du PA déclenché par l'injection intraaidire de courant montre pour les MNs
WT que le PA orthodromique est lui aussi signifiatnent plus bref en seconde semaine
postnatale avec une diminution significative dugerde repolarisation, alors que le temps
de montée ne varie pas avec I'age (table 2). Landition de la durée du PA des MNs
SODL1 n’est pas statistiquement significative, pbddaent due au faible effectif (table 3).
Comme pour le PA antidromique, aucune différengeificative entre les MNs WT et
SODL1 n’a été mise en évidence ni en premiere seenonde semaine postnatale concernant

les paramétres des PA orthodromiques (tables ¥ et 5

d) Caractéristigues de la post hyperpolarisatienpagentiels d’action.

Les caractéristiques de ’AHP sont mesurées loi8rgection d’'un créneau de courant
avec une intensité donnant un seul PA (couranhéelrase). Pour les MNs des deux
lignées, 'amplitude, la durée et le temps de rapshtion de 'AHP ne présentent pas de
différence significative entre les deux premiem®aines postnatales (tables 2 et 3).
Cependant, on peut noter pour les MNs SOD1 unateednon significative (P=0,09) a la
diminution de la durée de 'AHP entre les deux gemsid’age. Cette durée passe de 110
millisecondes en moyenne pour le groupe P3-P6raifiBecondes pour les MNs P7-P10.
Alors que pour les MNs WT la durée moyenne de I'Aé#Pde 82 millisecondes a P3-P6 et
de 95 millisecondes a P7-P10. De plus, pour les BAB1, le temps mis pour atteindre le
maximum d’amplitude de ’AHP est plus importantgemiére semaine postnatale par
rapport a la seconde (table 3). Au contraire, carpatre est relativement stable entre les

deux groupes d’ages pour les MNs WT (table 2).

De fait, pour le groupe P3-P6, 'AHP des MNs SOBiLsgnificativement plus longue

(table 4) que celle des MNs WT. De plus, le déctemsporel est difféerent. Pour les MNs
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SOD1, le maximum d’amplitude est atteint signifieanent plus tard apres le début de
I'’AHP (Fig 24 et table 4 pour les valeurs). Coneatnles MNs du groupe P7-P10, aucune
différence significative n’est observée pour lesap#tres de I'AHP entre les MNs WT et

SOD1 (table 5).

e) Propriétés actives des motoneurones mesuréeg’iigiections de créneaux de courant

dépolarisant.

Pour les MNs des deux lignées, le seuil de déctameht du PA reste stable au cours des
deux premieres semaines postnatales alors quelartale rhéobase augmente de fagon

significative entre les deux groupes d’age (taBles 3). Si 'on compare

ces deux parametres entre les MNs WT et SOD1, mobservons pas de différence

significative pour aucun des deux groupes d’'agadtd et 5).

L’application de créneaux de courant dépolarisantahsité croissante a permis d’analyser
les fréquences de décharge et de construire lebeointensité-fréquence (IF) pour 42
MNs WT (n=15 a P3-P6 et n=27 a P7-P10) et 32 MNBSM=15 a P3-P6 et n=17 a P7-
P10). La proportion de cellules capables d’émektePA sur toute la durée du créneau
(Fig. 25A3) est comparable pour les deux lignédssetieux groupes d’age (autour de

85%).

Avec ce protocole (Fig. 25A) et dans nos conditiexigerimentales, la relation entre la
fréequence de décharge et I'intensité du courantigjest toujours linéaire (Fig. 25B). Pour
les MNs des deux lignées, le gain est identiqueedatpremiére et la seconde semaine
postnatale alors que la frequence de décharge rabxan motoneurone (k&) augmente

de facon significative avec I'age des animaux (B&C et 25D ; table 2 et table 3 pour les

valeurs). Aucune différence significative entreN&ds WT et SOD1 n’est observée pour
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ces deux parameétres a P3-P6 (table 4). Au contpote la période P7-P10, alors que la
Fmax€st comparable entre les MNs des deux lignéedJiNsSOD1 ont un gain

significativement plus faible que les MNs WT (F1.B ; table 5).

Des études précédentes réalisées sur des MNglssudtures embryonnaires et néonatales
(Kuo et al, 2004; Pieriet al, 2003a), ont montré que la fréquence de déchalgeente

de la relation intensité - fréquence de déchargeviids SOD1-G93A étaient supérieures a
celles des MNs WT. Pour déterminer le gain etdgidience de décharge des MNs, les
auteurs de ces études n’ont considéré gue la inégurstantanée entre les deux premiers
PA engendrés par des créneaux de courant dépaladigatensité croissante. Nous avons
réalisé les courbes intensité — fréquence de dgelaaec cette méthode (Fig. 26A). Pour
les MNs du groupe P7-P10, (n=25 MNs WT et n=17 NB@QD1), la relation vérifie une
courbe sigmoide (Fig. 26B). La pente mesurée lersadcélération de la fréquence de
décharge est comparée entre les deux lignées.nta ge cette relation est
significativement plus faible pour les MNs SOD1g[R26C1) alors que la fréquence
maximale de déchargé,fy) est identique (Fig. 26C2). Les valeurs sont desrdans la
table 5. La figure 26D représente les relationsenags dans chaque lignée avec un gain
plus faible pour les MNs SOD1 et une fréquence maie de décharge équivalente entre

les deux lignées.

f) Propriétés actives des MNs mesurées lors diiges de courants triangulaires

(rampes) d’intensité variable

Dans cette série d’expériences, nous avons appligsiéampes de courant (courants
triangulaires) de différente intensité (pente: 0;21,47 nA/s; durée : 5,4 — 10,8 s) et
compare les réponses des MNs WT (n=19) et SODI19n+es rampes de courant ont été

appliguées sur des MNs de P3 a P10.
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La distribution est la suivante :
P3-P6, n=12 MNs WT et n=10 MNs SOD1;

P7-P10, n=7 MNs WT et n=9 MNs SOD1.

o Types de décharge
Pour les deux lignées, quatre patrons de déchargeesregistrés (Fig. 27A-D).
Les protocoles de stimulation en rampe peuveniegu@e asymétrie entre les décharges
enregistrées pendant les rampes de courant astes@amlescendantes, qui sont elles
symétriques. Les réponses de type 1 et 4 revédsnpldenomenes d’hystérésis, la
fréequence de décharge étant différente en mon&e @escente pour un courant donné
(Fig. 27A et 27D). Le type 2 est linéaire car le&xjtiences de décharge se superposent a la
montée et a la descente. Le type 3 (Fig. 27C)ussti inéaire mais la décharge est plus
longue lors de la phase descendante. Cette déctautgnue (plateau) lors de la rampe
descendante peut étre le reflet de I'activatiocaeductances persistantes calciques

(Bennettet al, 2001; Powers et Binder, 2003).

Dans nos conditions expérimentales, la distributies différents types de décharge est
comparable entre les MNs WT et SOD1. Une hystédestype 1 est enregistrée dans n=8
WT et n=5 MNs SOD1, alors qu’une hystéresis de #ypst enregistrée dans n=5 WT et
n=4 MNs SOD1. Les types de décharges linéaires 32 ont enregistrés dans n=6 MNs
WT (dont n=3 de type 3, avec une décharge soutzmaeescente) et n=10 MNs SOD1

(dont n=2 de type 3).

0 Réponses des MNs en seconde semaine postnatafL(p7-
A P7-P10, la répartition des types de déchargémsvalente entre MNs des deux lignées

(n=7 WT et n=9 SOD1) et aucune différence signiifigan’est observée pour les
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parameétres comparés. Le type 1 a été enregispéatdsement pour les motoneurones WT
et SOD1 pour n=2 et n=1, le type 2 : n=1 et n=3ype 3 : n=1 et n=2 et le type 4 : n=3 et

n=3.

Lors d'injections de courant triangulaire et dans nonditions expérimentales, le
parametre important pour I'activation des condumarpersistantes est la vitesse de la
rampe (pente). Les courants persistants sont préfélement activés pendant des rampes
de vitesse lentes (Bennettal, 2001). Ici, les pentes des rampes appliqguéee(digmt de

la durée et de I'intensité du courant injecté) sammoyenne équivalentes entre les deux
lignées (WT=0,61 + 0,11 nA’set SOD1=0,63 + 0,10 nAls P=0,92). Cependant la
gamme de vitesse utilisée est assez variable 28e801,22 nA:$). Pour déceler
d’éventuelles différences lorsque I'activation deaductances persistantes est favorisée,
i.e. pour des rampes de vitesse lente, nous avonsiés@giour chaque motoneurone les
rampes réalisées avec une vitesse inférieure an@®&5 Pour des rampes de vitesse lente
(table 6), les MNs SOD1 déchargent significativetmas longtemps que les WT lors de
la phase ascendante de la rampe (1358 = 156 mdgsoW(T ; 2076 = 256 ms pour les
SODL1). Alors que les vitesses des rampes appliggaFgsdentiques entre les MNs des
deux lignées (table 6), les MNs SOD1 atteignens pite le seuil de déclenchement des PA
et déchargent donc plus tot. En effet I'intensitécquelle le premier PA est déclenché
(lsenu) est significativement plus faible chez les SOR2blg 6). L'intensité a laquelle le
dernier PA est enregistrg{) est aussi plus faible pour les MNs SOD1 maidffarénce
reste au dessus du seuil de significativité (P=0t@ble 6). La durée totale de décharge
n'est pas différente entre les deux lignées ménesVINs SOD1 déchargent plus
longtemps (une seconde supplémentaire) par rappriINs WT, alors que les rampes

injectées sont plus breves de plus d’'une secoretée @ugmentation de la durée totale de
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décharge s’observe pour les rampes montantes cal@seendantes et peut étre reliée au

fait que les courantggh et kn sont plus faibles pour les MNs SODL1 (table 6).

Pour ces motoneurones soumis aux courants trianggilées potentiels de membrane au
repos et les seuils de déclenchement du PA sontigdes entre les deux lignées et les
résistances d’entrée des MNs SOD1 sont plus fafplescelles des MNs WT (bien que
cette différence ne soit pas significative pourédtantillon réduit de MNSs). Le gain des
MNs SOD1 et WT mesuré pendant les rampes montasteésjuivalent (WT=33,2 + 3,7
Hz/nA et SOD1=28,7 + 3,6 Hz/nA ; t test, P=0, 4Blaefréquence de décharge mesurée au
sommet de la rampe est plus importante pour les 8BB1, mais la différence n’est pas
significative (WT=33,2 + 4,3 Hz et SOD1=40,1 * #49). La figure 28 présente un
exemple de décharge représentatif des MNs de chiggée. Enfin, si I'on représente
graphiquement la durée de décharge en fonctioa derite de la rampe (Fig. 28C et D),
une corrélation négative est observée pour les BBB1 (test de Pearson ; P=0,01 * ; r=-
0,39) alors que ces paramétres ne sont pas cop@lédes MNs WT (test de Pearson ;
P=0,17 ; r=-0,22). La différence vient du fait quaaur les vitesses les plus lentes
(<0,5nA/s) la durée moyenne de décharge obtenutapénes rampes pour les MNs SOD1
(durée = 4163 + 345; de 1692 a 7363 ms) est plpsiitante que celle des MNs WT (3288

+190 ; de 1025 a 5279 ms ; P=0,03 *).

Les différences décrites pour la période P7-P1€oné pas observées en premiére semaine
postnatale. Pendant cette période la répartitisrtygmes de décharge ainsi que les durées et
les fréquences de décharge sont équivalentesleatkdNs WT et SOD1, méme en ne

considérant que les rampes de vitesse inférieQr@manA/s.
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g) Comparaison des propriétés électrigues des raotones et des interneurones

enregistrés en haut calcium (4mM)

Dans cette partie réalisée chronologiquement emipreles motoneurones et les
interneurones ont été enregistrés dans un miliga-erllulaire contenant 4mM de €a

Cette étude montre que les modifications sont §gaes des MNs. Comme nous 'avons
aussi observé lorsque [Ehpx=2 MM, des différences de propriétés électriquésdviNs
WT et SOD1 sont rapportées pour la période P6-R}@&f gain plus faibles chez les

SOD1 ; table 7), alors que les propriétés desnetaones sont comparables entre les deux
lignées.

Pour les interneurones, la,Rt le gain sont eéquivalents entre WT et SOD1,uesouligne

la spécificité de I'atteinte motoneuronale,é®7,2 + 7,7 M2, n=26 et gain=15,4 + 2,6 Hz/
nA, n=8 pour les interneurones WT ;16,0 £ 6,6 M2, n=29 et gain=17,8 £ 2,4 Hz/ nA,

n=10 pour les interneurones SOD1).

Cette partie de I'étude a été publiée dans la rezumpean Journal of Neuroscience (Voir

annexe II).

Si les valeurs obtenues a 2 mM et a 4 mM sont codegaon constate que pour les MNs
des deux lignées la plupart des parametres éleesrigont différents entre les deux
concentrations de calcium. Ces valeurs sont regerigdans la table 8. Cependant, ces
parametres varient de maniere comparable poueles ltgnées. L'effet du changement de
la concentration de calcium a été testé expérirfenent sur dix MNs WT en®?®semaine
postnatale. Ces motoneurones ont été enregistnégaativement dans un milieu extra-
cellulaire avec une concentration dCde 2mM puis de 4 mM. Seules les données
concernant la Ret le potentiel de membrane sont présentéesrign feu de MNs ont été
soumis dans les deux conditions expérimentalepeatvcoles de stimulation pour pouvoir

comparer directement les propriétés de déchargesieellules.
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Le passage de [€3e,wa=2 MM & 4mM entraine une augmentation significatiéeersible)
de la R, (test exact de permutation pour séries appafé®;002 **). A 2mM, Rin=16,4 +
1,9 MQ et a 4 mM, Rin=22,9 + 3,6 §¥, soit une augmentation de 40% (Fig. 29). De
méme, le potentiel de membrane au repos est sigtifement plus dépolarisé lorsque

[Ca ] exra=4mM. (Fig. 29).

Il a récemment été montré chez les rongeurs engeépostnatale une modulation de la
conductance sodique persistante (j)N=ar le calcium extra-cellulaire sur une populatio
d’interneurones pré-moteurs (Tazemitral, 2008). Plus la [Cd]exaest élevée, plus cette
conductance est inactivée. Cette inactivation pentribuer a augmenter la,Rors du
passage a 4mM de [Edxa Cette modulation de I-Na@st aussi compatible avec les plus
faibles gains et .y observés a 4mM. En effet, I-Naugmente I'excitabilité des
motoneurones (Kuet al, 2006; Kuoet al, 2005). La baisse du gain et de Ja,fpeut aussi
étre liée & la plus longue AHP enregistrée quafi@d€]ex=4mM. Dans un tel milieu la
quantité de C& qui entre dans la cellule via les canaux calcigueaut seuil activés par la
dépolarisation est probablement plus massive eteadé facon plus importante les
conductances potassiques calcium-dépendantesa&k/pui modulent la durée de

I'’AHP. Le fait que la rhéobase soit plus faible ndae [C&Jexr=4mM peut étre relié au
fait que la R, est plus importante et le potentiel de membranepos plus dépolarisé alors
gue le seuil de déclenchement du PA n’est pasfeigtivement différent entre les deux
concentrations (table 8). La plus petite amplitdde PA antidromiques peut étre expliquée
en partie par le fait que le potentiel de membeanespos est plus dépolarisé a 4mM
(5,7mV d’écart entre les deux concentrations ceeaNT). Un raisonnement similaire peut
étre fait pour expliquer I'amplitude réduite des &#hodromiques avec un seuil de
déclenchement qui est plus dépolarisé a 4mM (hienla différence ne soit pas

significative).

-112-



3 - DISCcUSSION

Cette étude est la premiére a caractériser lod&daloppement postnatal I'évolution des
principales propriétés électriques des motoneurtmmeBaires a la fois dans une lignée de
souris sauvage et dans une lignée de souris SOMd&lende SLA. De plus, nous montrons
pendant cette période des anomalies dans les @té@prlectriques des motoneurones des
souris SODL1. La premiere anomalie, observée eniprersemaine postnatale (P3-P6),
concerne la durée de la post hyper polarisationRAHa maturation de certaines
propriétés électriques est différente entre lesomamirones WT et SOD1, comme le montre
par exemple I'évolution de la résistance d’entrée@urs des deux premieres semaines
post-natales. Cela entraine une hypoexcitabiliggndetoneurones SOD1 en deuxiéme
semaine postnatale jjret gain plus faibles). Nous avons aussi consia€ lgjen que
I'excitabilité des motoneurones lombaires SOD1 altérée pendant cette période, les
autres neurones spinaux (interneurones) ne somoP@ErNés par ces changements et
possédent des propriétés électriques comparabtaatameurones WT. Cela renforce
I'idée que les atteintes que nous décrivons saitiigues de la maladie et que deés le plus

jeune age les motoneurones sont la cible privigiés mécanismes physiopathologiques.

Evolution de la résistance d’entrée : différenaaseeWT et SOD1

Pour les motoneurones WT, la résistance d’entrgeriRst pas différente entre les deux
premieres semaines postnatales. Cependant unseupilg précise des données montre
une diminution significative de la;Rdles motoneurones WT (P=0,03*) entre P3-P5
(Rin=19,4 £ 1,4 M) ; n=19) et P6-P7 (RF14,7 £ 1,4 M2 ; n=12) qui reste ensuite

stable jusqu’a P10 (voir Fig. 20); Une récente étiathgitudinale sur la période
embryonnaire de motoneurones lombaires de soumgrenane diminution continue de la

Rin qui passe de 945 + 96M(a E13) a 41,4 + 11,4 8 (a PO) (Delpyet al, 2008).

-113-



Plusieurs études réalisées chez le rat montrendiomaution continue de lajRdes
motoneurones de la moelle et du tronc cérébralgrdrd période postnatale (Carraseal

al., 2006; Fulton et Walton, 1986; Nunez-Abades et €am, 1995; Vinat al, 200043,
Vinay et al, 2000b). Nos données suggéerent que la chute,dpiRcommence dés la
période embryonnaire (Delmt al, 2008) se poursuit en premiere semaine postnale po
les motoneurones WT. Ces résultats suggérent qeelalsouris les motoneurones
lombaires maturent plus vite que chez le rat. Ggtpmthese est appuyée par la proportion
identique de motoneurones qui déchargent de fampateisue pendant toute la durée d’'un
créneau de courant entre les deux premiéres sesraistnatales (85%) alors que chez le
rat nouveau-né il est montré que cette proportstrie 40% a PO et de 70% a P5 pour les
motoneurones extenseurs (Virgtyal, 2002), le segment L5 ou nos motoneurones ont été
enregistrés étant de nature extensogene (Kieh,) 2DGutres données de la littérature
suggerent également que les processus de matuvatibplus vite chez la souris par
rapport au rat. Par exemple la spécificité muscrildés afférences monosynaptiques sur
les motoneurones est établie chez la souris a Rarévet Frank, 1997) et a P5 chez le rat
(Seebach et Ziskind-Conhaim, 1994). Les souriceanxmencent a marcher spontanément
a partir de P9 (Jianet al, 1999a; Serradj et Jamon, 2007; Whelan, 20033 ajolune
locomotion spontanée s’observe chez le rat a petP11-P12 (Westerga et Gramsbergen,

1990).

Nous venons de voir pour les motoneurones WT &g Ise stabilise a partir de P6
jusqu'a P10. Pour les motoneurones SOD1 la bagspewrsuit en deuxieme semaine
postnale (Fig. 20), ce qui explique la différeneeR} entre les motoneurones WT et SOD1
a P7-P10, alors que la,fest comparable a P3-P6. Ces données suggeérelat mpaguration
des motoneurones SOD1 est anormale pendant lalpéastnatale. Cette diminution de

Rin pourrait s’expliquer par une augmentation deilletdes motoneurones et/ou par une
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augmentation des conductances qui sont activesdesupotentiels de membrane proches
du potentiel de repos. Les conductances de fusienéigllement perméables au potassium
ne dépendent pas du voltage et sont des candinlatstiels pouvant expliquer la baisse de
Rin (McLarnon, 1995). Par ailleurs, il a été morntr&itro que les protéines mutantes SOD1
(dont la G85R) peuvent former des pores lors dunpim&ne d’agrégation. Ces pores
pourraient permeéabiliser les membranes en formaesitdnaux ioniques (Chuegal,

2003). De tels canaux ioniques se forment a pdesrprotéinef-amyloides impliquées
dans la maladie d’Alzheimer (Kagahal, 2002; Lin et Kagan, 2002). Cependant, il est
montré que les motoneurones avec une faiblégRande taille) ont une constante de temps
membranairet,) plus faible (Zengeét al, 1985), alors que, est identique dans les
motoneurones des deux lignées. Cette donnée suggetaugmentation de taille pourrait
étre associée a une diminution de la densité deusapniques chez les motoneurones
SOD1 (Vianeet al, 1994). Cela rend difficilement compatible I'hyhése d'une
augmentation des conductances pour expliquer e d®R, et renforce I'idée que la
différence de R est essentiellement due a une taille plus imptetdes motoneurones
SOD1 a P7-P10. Cette possibilité est appuyée daitlgue la capacité membranaire des

motoneurones SOD1 est plus grande que celle desmmgbnes WT.

Le gain plus faible des motoneurones SOD1 révédediminution de leur excitabilité

Le gain mesuré sur les relations Intensité-Fréqeiest un paramétre couramment pris en
compte dans I'analyse de I'excitabilité des motooras dans différentes situations
expérimentales comme des conditions pathologiqugseadant la période de
développement (Brownstone, 2006; Buttdral, 2006; Carrascadt al, 2005; Heckmann

et al, 2005; Kuoet al, 2006; Mentiset al, 2007). Pour les motoneurones WT, le gain est

stable pendant la période analysée (P3-P10). Qiata aussi été décrit pour certaines
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populations de motoneurones chez le rat (Carras@dl 2006; Fulton et Walton, 1986).
Cependant pour les motoneurones SOD1 en deuxiémeairse postnatale, le gain est plus
faible que celui des motoneurones WT. Ce résuftatamble pas pouvoir étre expliqué par
la chute de la résistance d’entrée des motoneu®@€xl. En effet, ces deux parametres ne
sont pas corrélés (Fig. 21C). De méme au niveding®oglosse, en période postnatale, la
Rin et le gain des motoneurones ne sont pas coridigsaet al, 1995). L'AHP est

identique entre les deux types de motoneuronesRilB#&t ne semble pas intervenir dans
la différence de gain observée entre les motonesrdas deux lignées. Ces données
suggerent que la diminution du gain des motonewr&@D1 peut étre attribuée a des
modifications de conductances ioniques des motomest Certaines conductances
potassiques (courantg ét k) jouent un réle de filtre et ralentissent la frégoe de

décharge en s’opposant a la dépolarisation lons pliise de courant (Wang et McKinnon,
1995). Une augmentation de ces courants dans lEmswones SOD1 pourrait expliquer
le gain plus faible et serait aussi compatible dedait que la fréquence maximale de
décharge soit comparable entre les motoneuronestV8DD1, ces courants étant inactivés
a des potentiels de membrane tres dépolariséurarnt |, diminue le gain de la relation

IF des motoneurones adultes de tortue (Alabetdd, 2002) et des motoneurones
lombaires chez le rat a P7-P11 (Rivera-Arconadapéez-Garcia, 2005). De fagon
intéressante, il a été montré au niveau des motones spinaux de rat que le courant |

diminue en période postnatale (Gao et Ziskind-Conh&998).

L'évolution de certaines propriétés électriguesceshparable entre les motoneurones WT

et SOD1.
Nos données suggerent aussi que des processududatioa sont équivalents entre les

motoneurones WT et SOD1. Comme il a été observélpsumotoneurones de rat, les
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motoneurones des deux lignées voient leur couanhébbase augmenter (Carrastal,
2006; Vianeet al, 1994; Vinayet al, 2002; Vinayet al, 2000b). Nos données montrent
gue le courant de rhéobase est corrélé négativeamentla valeur de la;Roour les

motoneurones des deux lignées (Fig. 21D).

La latence d’apparition du PA antidromique dimimmére la #€et la 2™ semaine
postnatale a la fois dans les motoneurones WT BXISQe résultat suggére que le
processus de myélinisation des axones des motaresigui commence a cette période
(entre P6 et P9 chez le rat) se met en place atem@ment dans les deux lignées

(Dziewulskaet al, 1999).

Pour les motoneurones des souris WT et SOD1, Eeddu PA diminue entre les deux
premieres semaines postnatales et ce résultatigleggssentiellement par une
repolarisation plus rapide (voir Fig. 23). Chezde il a été montré pour les motoneurones
gue le racourcissement de la durée du PA est kégmence de I'augmentation de la
densité et/ou de I'accélération des cinétiquestidaiion des canaux potassiques sensibles

au voltage (Carrascat al, 2006; Gao et Ziskind-Conhaim, 1998; Viastaal, 1993).

Dans les deux groupes d’'age les caractéristiguésAdet le seuil de déclenchement du PA
(qui dépend du potentiel de repos, dejlaeRdu courant de rhéobase) sont comparables
entre les motoneurones WT et SOD1. Ces observatigygerent que les propriétés et la
maturation des conductances voltage-dépendantasngables de la genése du PA ne sont

pas altérées par la mutation.

L’augmentation de la fréequence maximale de déchalbgervée dans les motoneurones des
deux lignées entre la premiere et la deuxiéme senpistnatale a aussi été décrite dans les
motoneurones phréniques (Greer et Funk, 2005)pomteurs (Carrascet al, 2006),

hypoglosses (Vianat al, 1995) et lombaires chez le rat (Fulton et Walt®§6; Vinayet
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al., 2000b). Ce processus développemental s’expligymdie par les phénomeénes de
maturation des conductances voltage-dépendantasned’augmentation de la densité de
canaux sodiques (Gao et Ziskind-Conhaim, 1998j,dapacité a rester plus longtemps
dans un état activable (Cark al, 2008) et le développement des conductances
potassiques (Vianat al, 1994; Vinayet al, 2000b) responsables de la diminution de la
durée du PA (Carrascat al, 2006; Vinayet al, 2002). Ces données appuient aussi
I'hypothese que la mutation SOD1-G85R n’alterelpagpropriétés et la maturation des
conductances voltage-dépendantes qui sous-teralBt. ID’autres mécanismes peuvent
aussi expliguer 'augmentation de la fréquencedtdrge pendant la période postnatale
comme la maturation des courants calciques deltypmnget al, 1999b) ou encore

I'activation de conductances sodiques persistgBesnettet al, 2001).

L'AHP est la modification la plus précoce obserdéas les motoneurones SQD1

En premiere semaine postnatale (P3-P6), 'AHP néesau courant de rhéobase est plus
longue pour les motoneurones SOD1 (Fig. 24 et @hlalors qu’a cette période les autres
parameétres électriques sont comparables entreeleslidnées. Cette donnée suggeére des
modifications des propriétés ioniques des la presrsémaine post-natale. Lors d’'un PA, la
phase de repolarisation résulte de l'inactivaticadgelle des canaux sodiques par la
dépolarisation membranaire et de I'activation dedetances potassiques dépendantes du
voltage qui entrainent une sortie de potassiumedmame et repolarise la membrane. La
premiéere phase de I'AHP s’explique par le fait gae conductances potassiques ne
s’inactivent pas a cette échelle de temps et gmtre ouvertes, laissant échapper du
potassium du neurone bien que le potentiel de memmabsoit revenu a une valeur trés
négative. D'autres conductances potassiques astparde calcium intracellulaire

(conductances SK et BK) contribuent a la longuetdute 'AHP (Mileset al, 2005; Viana
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et al, 1993). Les différences que nous observons idistrées dans une échelle de temps
plus compatible (entre 80-100ms) avec des modificatconcernant ce dernier type de
conductances plutdt qu'avec des altérations dacisdédique d’inactivation des canaux
potassiques intervenant dans la phase de repdi@nis@es conductances potassiques
calcium-dépendantes sont activées par f& Gai entre dans le neurone via les canaux
calciques a haut seuil d’activation (HVA pdigh-voltage-activatedactivés lors d’un PA)
(Sah, 1996; Vianat al, 1993). Une augmentation de ces conductances HitAiaerait

une entrée plus massive de calcium qui activeraieur plus fortement les canaux de

type SK.

La différence d’AHP décrite en premiere semaind-pasale est transitoire. La durée de
I’AHP entre les motoneurones WT et SOD1 est coniparan deuxiéme semaine
postnatale. Des études récentes suggerent umiienla vitesse de repolarisation de 'AHP
et I'activation des conductances sodiques persetgirNa) dans les motoneurones de
souris et de chat (Kuet al, 2006; Lee et Heckman, 2001). Plus cette vitessamportante
(AHP courte) moins I-Ngest nécessaire pour I'émission d’un nouveau P/o(@ual,

2006). Une augmentation de I{N\aour les motoneurones SOD1 pourrait se develogper

seconde semaine post-natale pour compenser léoplyse AHP observée a P3-P6.

Les rampes révelent des différences entre les motones WT et SOD1 & P7-P10 :

contribution de la conductance sodique persistante

Avec les protocoles de stimulation en rampe, Ipsgyl, 3 et 4 de décharge sont influencés
par I'activation de conductances persistantes. Ghsauris, les conductances calciques de
type L responsables de plateau lors des stimukgarrampe (Bennedt al, 2001) sont

pleinement matures a partir de P7 (Jiahgl, 1999b). Avec ce protocole de stimulation en
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rampe, aucune différence entre les motoneuronegeVBDD1 n’a été observée en
premiére semaine postnatale.

Nous avons aussi comparé les réponses des MNs BD[@1 en seconde semaine
postnatale, aprés maturation de ces conductanes®rregistrements obtenus suggerent de
maniére indirecte que les conductances persistaatigues et probablement calciques
sont plus fortes pour les motoneurones SOD1 emsdecgemaine postnatale. Les courants
persistants sont préférentiellement activés posirampes de vitesse lente (Benettl,
2001). A P7-P10, en ne considérant que les rampa#dal vitesse est inférieure a 0,85nA/s,
le courant minimal pour déclencher le premier R&y,() est plus faible pour les
motoneurones SOD1. A partir d’'un potentiel de membrau repos ainsi que d’un seuil de
déclenchement du PA (RA) identiques entre les motoneurones des deux lgnée
I'activation de conductances qui dépolarisent lanimene plus rapidement jusqu’au £4
est nécessaire pour que les motoneurones SODI1deoss dspucplus faible, la R de ces
cellules étant plus faible que celles des motomag&T. Le courant sodique persistant (I-
Nay) est la principale conductance persistante actiwedes phases ascendantes des
rampes (Kucet al, 2005; Powers et Binder, 2003; Tazesdral, 2008), alors que les
courants calciques persistants sont responsatdedédbarges soutenues lors des phases
descendantes (Powers et Binder, 2003). Une adivatus importante de |I-N@&hez les
motoneurones SOD1 pourrait expliquer le fait qudéchargent plus tétyéhu:plus faible)

lors des rampes de courant.

De plus le gain mesuré lors de la phase ascendantemparable entre les motoneurones
WT et SOD1. Cela appuie également I'hypothése dping forte activation des courants
sodigues persistants dans les motoneurones SODA pésode postnatale (Heckmen

al., 2008a; Heckmant al, 2008b). En effet, lors des protocoles de stinmuatn créneaux

le gain est significativement plus faible pour oestoneurones (différence significative > a
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27%). Une plus forte activation de I-Nars des stimulations en rampe expliquerait que le
gain des motoneurones SOD1 se rapproche des vdiesildNs WT (différence alors de
14% non significative).

Enfin le graphique de la figure 28D montre pourfegoneurones SOD1 que plus la
vitesse de la rampe est faible plus la durée deailge est longue. Cette donnée est
compatible avec une plus forte activation des cotaheces persistantes pour les
motoneurones SOD1 lors des rampes, cette relatbant pas vérifiée pour les
motoneurones WT (Fig. 28C). La différence vienfaitique pour les rampes les plus
lentes les motoneurones SOD1 déchargent signifaragnt plus longtemps. Cela appuie
aussi la possibilité d’'une plus forte activatiors denductances persistantes sodiques et

calciques pour les motoneurones SOD1.

Lors des rampes, le fait que les motoneurones Sgbimencent a décharger plus t6t et
donc plus longtemps avec un gain comparable aux WNdeur permet d’atteindre une
fréquence de décharge plus importante (40 Hz \‘4z38our les WT). La chute de
résistance d’entrée pourrait déja étre une adaptdtminuant I'excitabilité des
motoneurones pour compenser une trop forte stifoalal travers des conductances

persistantes plus développées.
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CHAPITRE V
ANALYSE MORPHOLOGIQUE DES MOTONEURONES WT ET
SOD1 EN PERIODE POST-NATALE
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1 - INTRODUCTION

Nous venons de montrer a l'aide des enregistrem@nésellulaires que les motoneurones
SODL1 présentent une résistance d’entrée plus faib$ qu’une capacité membranaire

plus grande que les motoneurones WT pendarif'fzs@maine postnale, ce qui suggére une
taille plus importante. A I'aide de reconstructi@ms3D des motoneurones du segment L5
apres injection de neurobiotine, nous avons texté bypothése. De nombreuses études
établissent un lien entre la résistance d’entrée teillle des motoneurones (Kernell et
Zwaagstra, 1989; Nieto-Gonzaletzal, 2007; Torikaiet al, 1996), les motoneurones avec

une faible R, étant des motoneurones de grande taille.

Apres injection de colorant (neurobiotine, peroselgbiocytine) et reconstruction en trois
dimensions de motoneurones de la mcelle épinighe gbnc cérébral, plusieurs études
réalisées sur difféerentes espéeces, préférentiefielaehat (Cameroat al, 1991b;
Horcholle-Bossaviet al, 1990) et le rat (Dekkeet al, 1994), plus récemment la souris
(Li et al, 2005), montrent que la période postnatale escasa d’importants
changements morphologiques. Quelle que soit lalptpo et I'espéce animale considérée,
une régle générale pour les motoneurones sembtecter leur augmentation de taille
entre la naissance et I'age adulte. Parmi d’autr@ss pouvons citer les motoneurones de
I'hypoglosse (Nunez-Abadex al, 1994), du tibialis antérieur et dextensor digitorum
longuschez le rat (Dekkerst al, 1994), les motoneurones phréniques (Cametah,
1991a), du muscle péroné (Horcholle-Bossavil, 1990) et du triceps sural (Ulfhake et
Cullheim, 1988) chez le chat. Il semble donc quield naissance et 'age adulte, la taille
des arborisations dendritiques et du corps cetkild®s motoneurones augmente en lien

avec l'intense maturation des capacités motricesmige pendant cette période.
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Parallélement a cette croissance, les arborisatiendrititques connaissent un remodelage
avec des phénomenes de rétractation. Ces modifisagiont associées avec des
changements de complexité des arborisations. @het,|'augmentation de taille des
motoneurones phréniques et de ceux de I'hypogliaseompagne d’'une augmentation du
nombre de points de branchement (Cametaad, 1991a; Nunez-Abadex al, 1994).

Chez le chat, on observe, parallelement a I'augatiemt de taille, un remodelage et une
redistribution spatiale des structures dendritiglesmotoneurones innervant le muscle du
triceps sural (Ulfhaket al, 1988). Pendant la maturation, certaines périedasassociées
a des phénomenes de rétractation dendritique X@arme, bien que la complexité des
motoneurones phréniques du chat soit plus impatattge adulte par rapport a la
naissance, il est observé pour ces motoneuronegdinnieution du nombre de segments
terminaux dans la période post-natale précoce (@ane¢ al, 1991a). Ces modifications

sont en lien direct avec le raffinement des conoestsynaptiques.

Récemment chez la souris, une étude a montré dadléades motoneurones lombaires
doublait entre P2 et P11 (ki al, 2005). Paradoxalement, la complexité des motames
est identique entre les deux groupes d’age. Celiéwe constance dans la topologie
dendritique de ces motoneurones entre P2 et PELgsenante au regard de I'importante
maturation des capacités motrices de ces animawdapela méme période. Avant notre
travail, cette étude était la seule réalisée chapliris a partir de reconstructions complétes

de motoneurones lombaires pendant la période gatgna
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2 - RESULTATS

a) Description générale

L’injection intracellulaire de neurobiotine a é&alisée dans n=42 motoneurones a P4-P9
(WT, n=24 et SOD1 n=18). Des exemples de moton@sramarqués par la neurobiotine
sont illustrés dans la figure 30. Le nombre toehtbtoneurones reconstruits en 3D (n=18)
est inférieur au nombre total de motoneurones [esguels le marquage est « positif »
(n=28). Les reconstructions n’ont pas toujoursp@sibles soit parce que le marquage
n’était pas assez contrasté par rapport au brddroe (n=3), soit car des marquages
multiples étaient observés (n=7). Ces marquagespiagl ont été observés alors qu’un seul
protocole d’injection avait été réalisé au courd elgerimentation (voir Fig. 30C). Dans
ces cas I'entrecroisement des dendrites rend inigedsndividualisation de chaque
motoneurone. L’'existence de couplages électrigoest{ons gap) est la seule possibilité
permettant d’expliquer I'obtention de marquagestiplals. En effet, de nombreuses études
ont mis en évidence I'abondance des jonctions gapant la période post-natale (Chang
al., 1999; Kiehn et Tresch, 2002). Notre étude sugdenre la présence de jonctions gap
dans 25% des marquages positifs a la fois poundiétillon dans son ensemble (n=7/28) et

pour chacune des deux lignées de souris (4/16lek@¥T et 3/12 chez les SOD1).

La majorité des expérimentations et des recongtng{n=14 sur 18) a éte réalisée pendant
la tranche d’age P8-P9; les autres reconstructionsernent 3 motoneurones WT et un
motoneurone SOD1 a P4- P7. Pour plus d’homogér@éigeyue des différences observées
entre £®et 2™ semaines postnatales (Chap. IV), tous les résgiqiosés ci-dessous
concernent exclusivement les données obtenuegiades marquages intracellulaires de

motoneurones a P8-P9.
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Les résultats de la comparaison des propriétés malggiques des motoneurones WT et

SOD1 a P8-P9 sont publiés dans la revue Journ@larhparative Neurology (annexe llI).

b) Position au sein du segment L5 des motoneunaeesistruits en 3D.

Sur six préparations de moelle épiniere isolée 2éi4 SOD1), les motoneurones ont été
marqués de facon rétrograde avec de la rnodampigage sur le bout d’'une racine
ventrale L5 sectionnée (Fig. 31A). Les premiergeernces de marquage des pools de
motoneurones chez les souris SOD1 (n=2) ont étédsravec les mémes parametres que
ceux utilisés pour les moelles WT et le marquagendetoneurones par la rhodamine était
alors presque inexistant. Dans les deux autreaptpns SOD1, comme pour les
préparations WT, environ 450 motoneurones soniue&s pour chaque moelle épiniere.
Ces marquages ont surtout permis d’envisager lrosgéion topographique des
motoneurones au sein du segment. Pour les moellest\8OD1, trois zones contenant des
motoneurones sont mises en évidence, une en posgéitro-mediane et les deux autres
positionnées plus latéralement (Fig. 31A). Les gisteements électrophysiologiques des
motoneurones ont été réalisés dans la partie addaegment L5, ou seul le pool le plus
ventro latéral est présent. Les marquages rhodaomingermis de dessiner une moelle
schématique représentant les trois pools au sesegiment L5 (Fig. 31B). En ajustant a la
méme échelle les schémas des moelles contenanbteseurones injectés avec la
neurobiotine, il est possible d’évaluer la positieapective des corps cellulaires des
motoneurones reconstruits en 3D. La figure 31B meomiie les motoneurones reconstruits

sont enregistrés dans le pool ventro-latéral denfagssez homogeéne.
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c) Comparaison des propriétés morphologiques désrmaorones WT et SOD1 a P8-P9.

Le nombre de motoneurones completement reconsemi8D au cours de la période P8-P9
est de 14 (WT : n=8 et SODL1 : n=6). Pour ces édland, la résistance d’entrée des
motoneurones SOD1 est significativement plus faijole celle des motoneurones WT (Fig.
32B). Les histogrammes de distribution montrentlggechantillons des motoneurones
reconstruits sont représentatifs des populatiotisres (Fig. 32A) en terme de résistance
d’entrée. Cependant, bien que les échantillonsispigtits, des différences significatives
sont mises en évidence entre les motoneuronesededignées pendant cette période. Par
exemple, la surface membranaire totale (soma +rdespdes motoneurones SOD1 (62789
+ 6410um?) est significativement plus importante (P=0,02qg celle des motoneurones
WT (40696 + 49221m°) (Fig. 32C). A partir des coupes contenant le stesaimensions
des moelles ont aussi été mesurées. Aucune di@memire les deux lignées n’a été
trouvée pour la largeur (WT=1727 + figh et SOD1=1649 + 5[dm ; P=0,57) et la

longueur dorso-ventrale (WT=1157 + fath et SOD1=1116 * 5dm ; P=0,66).

De méme, le diametre de base des axones est cditgandre les motoneurones des deux

lignées (WT=2,97 + 0,48m ; SOD1=2,73 + 0,99m ; P=0,64).

o Caractéristiques des corps cellulaires et des dig@sliprimaires.
Dans le plan transversal, la forme des corps e@led des motoneurones varie de plutét
arrondie a assez allongée (Fig. 33). La taillealunaest envisagée a partir de l'aire de la
projection 2D dans le plan transversal. De cetteureed’aire est déterminé un diamétre
équivalent, a partir duquel ont été calculés léaseret le volume de la sphere
correspondante. A P8-P9, pour les motoneuronesisacits en 3D les différences
observées entre WT et SOD1 ne sont pas signifesfjtable 9). Dans cette table sont aussi

données les valeurs concernant les dendrites pamale diametre de base moyen, I'aire
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totale des sections formées par les dendrites pamg@gomme des trous dendritiques) ainsi
gue le nombre de dendrites primaires par motoneu@omme pour le corps cellulaire, les
valeurs concernant les paramétres des dendrit@aipeis ne sont pas significativement

différentes entre les MNs WT et SOD1.

o Caractéristigues des arborisations dendritiques.
Pour les motoneurones les dendrites sont oriedees des directions bien précises qui
dépendent en partie de la position du corps cekulbes dendrites projettent
majoritairement dans 3 directions (dorsale, doatérle et médiane) quand le soma se
trouve proche de la limite latérale du pool de metoones (Fig. 34B). Lorsque le
motoneurone est situé plus pres de la ligne médiaséirections ventrales et ventro-
latérales sont aussi représentées (Fig. 34A).énvaition de la pousse dendritique est
similaire entre les deux lignées comme le montienhistogrammes « moyens »
représentant pour chaque lignée les pourcentagddsrees 12 directions définies par des
sections de 30°. Pour les deux lignées les direstiimrsale et ventro-médiane sont les plus

représentées (voir Fig. 34C et D).

Le motoneurone est une grande cellule multipokanex plusieurs départs dendritiques
emergeant du corps cellulaire (voir par exemplg, B8 et 35). Le nombre de départs
dendritiques est comparable entre les motoneundflest SOD1 (table 9). Pour chaque
motoneurone nous avons retrouvé des segments tignessi sur plusieurs coupes
adjacentes a la coupe contenant le soma (sur @aujks). Cela correspond a une
extension dendritique rostro-caudale allant de##0a 730 um. Aucune différence n’a éte
observée pour ce paramétre entre les motoneur@ies 8t WT (P=1 test de Mann-

Whitney ; 595 = 34 um chez les WT et 601 + 38 desZSOD1).
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En analysant la morphologie des arborisations dignaes des motoneurones reconstruits,
des différences significatives sont observéeda@idgpour les parametres métriques et
topologiques. L’ensemble des paramétres comparémesé dans la table 10. Le nombre
total de segments dendritiqgues (Sgmt) est pluggleur les motoneurones SOD1 avec en
moyenne 293 segments par motoneurone et 152 segesiiément pour les motoneurones
WT. La longueur dendritique totale est aussi phagartante pour les motoneurones SOD1
avec en moyenng ong =27485 pm et pour les motoneurones Wilong =16658 pm.
D’autres paramétres comme le nombre de pointsatechements (Brecmt), le nombre de
terminaisons (Trms), la surface dendritique tosaiigent la méme regle et sont
significativement plus élevés pour les motoneur@®@®1. Cependant, les longueurs
dendritiques moyennes (i.e. du soma aux terminajdmng,,) ainsi que la plus longue
distance dendritique du soma a une terminaisongggnsont similaires entre les
motoneurones des deux lignées indiquant que I'eppel des champs dendritiques est
comparable. D’ailleurs, la surface des envelopgesidtiques est comparable pour les
motoneurones WT et SOD1 (WT=1079 + 69 kudT) et SOD1=1144 + 48 (x£0

unt) ; P=0,49).

La figure 35 illustre les différences métriquesogtologiques des arborisations dendritiques
des motoneurones observés dans le plan transvegsahotoneurones illustrés dans cette
figure sont comparés 2 a 2 et représentent poguehiggnée le motoneurone avec le moins
de point de branchement (en haut), celui avecheme de branchement le plus proche des
valeurs médianes (au milieu) et le motoneurone kvplus grand nombre de points de
branchement (en bas). Les dendrogrammes et lesadiates de Sholl de ces
motoneurones sont aussi présentés par paire dafiguees 36 et 37. Tous les
motoneurones reconstruits en 3D pendant cettelteatfi@ge sont présentés dans le plan

transversal sur la figure 38.
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Les dendrogrammes des motoneurones de la figuren3@ignent sur la relation spatiale
entre les différentes dendrites d’un motoneuroes.distances dendritiques les plus
longues atteignent 700pum et sont comparables emteneurones WT et SOD1. Pour les
motoneurones WT, 9 dendrites sur les 63 ont man3 points de branchement (voir pour
exemple les dendrites n°2, n°6 et n°6 de la fi@&k, C, et E respectivement). Aucune
dendrite issue de motoneurones SOD1 (0 sur 42ps&epe moins de 3 points de
branchement. Au contraire, le nombre de dendrites &8 points de branchements ou plus
représentent environ 50% (20 sur 42) des dendssgegs des motoneurones SOD1 mais

moins de 20% (12 sur 63) pour les motoneurones WT.

La figure 37 présente le nombre de points de bemelnt en fonction de la distance radiale
au soma des motoneurones illustrés dans la figurB&ns tous les cas, le nombre de
points de branchement entre 100 um et 200 um & garsoma est plus important pour les
motoneurones SOD1 par rapport a leurs homologuesANSartir de 200 um du soma, le
nombre de points de branchement diminue a la fmis |2s motoneurones WT et SOD1.

Si I'on consideére la distribution radiale des psidé branchement par rapport au soma pour
toute la population de motoneurones reconstruid®ra différence entre les
motoneurones WT et SOD1 est évidente, notammerd Bfitet 250um, comme l'illustre la
figure 39A. Pour la population WT, le branchemetgiat sa valeur maximale entre 50 et
75um et reste élevé jusqu’a 175um. Au contraire f@opopulation SOD1 le nombre de
points branchement observés sur les dendritesntanti’augmenter entre 50 et 125 um du
soma avant de diminuer comme pour les motoneuMiea partir de 175um.

Les différences hautement significatives obsereéé® les motoneurones WT et SOD1
pour les paramétres concernant I'ordre moyen dgsaets dendritiques (Oxd), I'ordre
moyen des segments dendritiques terminaux (Trmé)reinsi que I'ordre dendritique

maximal pour chaque motoneurone (Rdirefletent aussi la différence du nombre de
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points de branchement et de la complexité des reatones SOD1. Cette augmentation de
complexité observée sur les dendrites des motonear8OD1 explique leur plus grande
taille.

De la méme maniére nous avons analysé la diswibdi la longueur dendritique en
fonction de la distance radiale au soma (Fig. 3gi®}te analyse montre clairement la
différence de longueur dendritique entre les matoorees WT et SOD1 avec une
différence maximale autour de 200 um, zone ou [esudeux types de motoneurones les
plus grandes valeurs sont atteintes. Cette diféérele longueur dendritique refléte le
nombre de segments dendritiques plus élevé dddda multiplication des points de

branchements pour les motoneurones SODL1.

Les histogrammes de distribution de la surface oo de la longueur dendritique totale,
de la surface dendritique totale et du nombre ttggboint de branchement illustrent les
principales différences des parameétres topologigtiesétriques entre les motoneurones

WT et SOD1 (Fig. 40).

Cette étude montre clairement que les arborisatiendritiques des motoneurones SOD1
sont plus développées (longueur et surface plusritaptes) et plus complexes (plus grand
nombre de points de branchement donc de segmendsittiies, Orglax €t Orghoy

supérieurs). La figure 41 illustre, pour les 2 &gn, une dendrite représentative en terme de

longueur, de surface dendritique et de nombre deégde branchement.

Un parameétre important, souvent corrélé avec lie tai la complexité de I'arborisation
dendritique, est le diamétre de base des denghitasires (Camerost al, 1991a; Kernell
et Zwaagstra, 1989; lgt al, 2005). Dans notre étude les distributions deméiees de
base pour les motoneurones des deux lignées swimerbi normale (de 2,2 um a 9,9 um

pour les WT ; de 3,2 um a 12 um pour les SOD1)d&eina période P8-P9 pour les
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motoneurones reconstruits en 3D, la surface air@texité des dendrites de chaque
motoneurone sont positivement corrélées avec iammétre de base (Fig. 42). Pour la taille
(surface membranaire), cette relation est plug foour les dendrites des motoneurones
SOD1. Les pentes des régressions linéaires sonfisigivement différentes entre les deux
populations (test F de variances, P=0,00058***)peate est presque deux fois plus
importante pour les SOD1 (pente = 2,02 = 0,24 pesiSODL1 et pente = 1,02 + 0,17 pour
les WT).

Pour la complexité (nombre de points de brancheneatis observons la méme différence
entre les motoneurones WT et SOD1 avec une relptimpuissante pour les SODL1. Les
pentes des régressions linéaires sont la encordicagivement différentes entre les
motoneurones des deux lignées (test F de variaRe€s)033**) avec a nouveau une pente
presque deux fois plus importante pour les SOD#t§e 4,68 + 0,74 pour les SOD1 et
pente = 2,41 £ 0,37 pour les WT).

Si I'on s’intéresse aux dendrites d’un diamétrddse supérieur a 5 um, on voit sur ces
deux graphiques que les valeurs de surface enidreode points de branchement sont
nettement supérieurs pour les dendrites des matomesi SOD1 ; cette tendance est encore
plus évidente pour le nombre de points de branche(fég. 42B). L’ensemble de ces
résultats renforce 'idée que les dendrites demnaatrones SOD1 ont une croissance

anormale.

-134-



3 - DISCUSSION.

Notre analyse quantitative des caractéristiquesiquéss et topologiques des motoneurones
WT et SOD1 prouve sans ambiguité que la structeneldtique des motoneurones SOD1
est profondément affectée par la mutation pendadélxieme semaine postnatale. Le
principal résultat est une prolifération des brasctiendritiques commencant a environ
100um du soma dans les motoneurones transgéniquesnamirane augmentation de

complexité des arborisations.

Puisque nos enregistrements intracellulamestu indiquent que la résistance d’entrée des
motoneurones SOD1 est inférieure et leur capact@ionanaire plus élevée en
comparaison des motoneurones WT, notre hypothagegée ces parametres résultent
principalement d’une plus grande surface membranBlios résultats prouvent clairement
gue la longueur et la superficie membranaire desreations dendritiques sont
significativement plus importantes dans les motooees SOD1 en raison de la
multiplication des points de branchement. Bien goes ne puissions pas totalement
exclure la possibilité que les motoneurones WT@D S reconstruits en 3D innervent des
muscles de différents types, les données morplaglegisoutiennent fortement le fait qu’ils
appartiennent a une population homogene, tout ddasur le plan de leur position dans la
corne antérieure de la moelle (Fig. 31 ; 8§ mateeiméthodes). En outre, le diamétre du
soma (Romy, le diametre moyen des dendrites primairgsi{)? I'extension rostro-caudale,
la plus grande longueur dendritique du soma aemeinaison (Longay), la longueur
dendritique moyenne du soma vers les terminaidon®,oy), et I'enveloppe des champs
dendritiques sont similaires entre les motoneuwiiset SOD1. Ces parametres sont
généralement différents selon les types de motonesr(Burke, 1982; Burket al, 1977;
Ulfhake et Kellerth, 1982). Les dendrites représente compartiment cellulaire spécialisé

dans la collecte d’informations et il est admis upousse dendritique est organisée dans
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ce but. Les motoneurones d’un méme groupe de naufssi@ent des contacts avec les
éléments pré-synaptiques dans les mémes régidaswzelle. Les motoneurones

innervant des muscles différents montrent généetees différences dans la topographie
dendrititique, par exemple les motoneurones deslesitrapézes et des muscles dorsaux
du cou (Vanner et Rose, 1984), ou les muscles iégssada fermeture ou a I'ouverture de la
machoire (Moritanet al, 2003). Les histogrammes polaires montrent claar@mue la
pousse dendritique pour les dendrites des motonesrdes deux lignées est orientée dans
les mémes directions. Cette donnée renforce litiéee homogénéité du type de
motoneurones reconstruits entre les deux lignédm Hes axones des différents types de
motoneurones (lentssrapides) n'ont pas la méme vitesse de condudfiette vitesse est
étroitement liée au diameétre des axones, les axeagdus rapides possédant un plus grand
diametre (Burkeet al, 1977; Ulfhake et Kellerth, 1982). Ici les dianestde base des
axones sont équivalents entre les deux lignéest llonc peu probable que la plus grande
taille des arborisations dendritiques des motormeg&OD1 par rapport aux motoneurones

WT soit le reflet d'une proportion différente ddagype de motoneurones reconstruits.

Par ailleurs, les paramétres métriques et topalegigles motoneurones WT sont dans la
gamme de ceux récemment décrits pour les motonesitombaires chez la souris en
deuxieme semaine postnatale €Lial, 2005), alors que le nombre moyen de points de
branchement des motoneurones SOD1 est presqudalesxpérieur a celui observé dans

les motoneurones WT.

La période de développement se caractérise pgieeomenes d’'addition et de rétraction
des branches dendritiques (Jan et Jan, 2003) etidordes contacts synaptiques établis.
Cela peut expliguer que certaines dendrites ostaedl voire aucun point de branchement.

Pour les motoneurones WT, la présence de dendxitgspeu ou pas de point de
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branchement suggére que de tels mécanismes segamtdégalement dans les
motoneurones lombaires des souris a P8-P9. Cepenldais les motoneurones SOD1, les
arborisations dendritiques les plus simples posgealemoins trois points de branchement,
confirmant leur propension a multiplier leur nomdeesegments. De plus le nombre de
dendrites extrémement branchées (avec plus dddri@dtions) représente environ 50 % et
20 % des dendrites des motoneurones SOD1 et We&atspment. Un défaut dans les
mécanismes d’'élagage peut expliquer les arborisatiendritiques anormales observées

dans les motoneurones SOD1.

La complexité des arborisations dendritiques @atjgralement modulée par I'activité
neuronale et les facteurs trophiques pendant lageéde développement (Libersat et
Duch, 2004). Sur des neurones corticaux en culen@DNF (pouBrain-Derived-
Neurotrophic- Factoy induit une augmentation locale du nombre de braments
dendritiques (Horch et Katz, 2002). Au niveau mieicel de patients SLA, le stade initial
de la maladie est caractérisé par une forte expreds BDNF alors que d’autres facteurs
neurotrophiqgues comme le NGF (pderve-Growth-Factg, NT-3 (pourNeurotrophin-3

et NT-4/5 voient leur expression augmenter avgrdgression de la maladie (Kuettal,
2002). Cette derniere étude suggéere que dans lde&dliotoneurones sont exposeés a des

taux anormalement élevés de facteurs neurotrophigugrovenance de la périphérie.

Une autre explication pour la multiplication desni® de branchements peut étre fournie
par les données obtenues sur le modéle transgémégseuris de SOD1-G93A montrant un
ralentissement du transport axonal des la périodmywnnaire (Kieraret al, 2005). Des
défauts dans le transport axonal lent ont été ggaledécrits dans les souris SOD1-G85R
et SOD1-G37R plusieurs mois avant le début de ladie(Williamson et Cleveland,

1999). Les marquages rétrogrades avec la rhodauggerent que dans le modéele SOD1-
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G85R le transport axonal est également ralenti etnid période étudiée (P8-P9). En effet
pour les préparations SOD1, le temps de migratiladhodamine-dextran a été prolongé
jusqu’a 12 heures (5 heures pour les WT) et letdiebia perfusion ainsi que la température
du milieu ont été augmentées pour favoriser l'dé&ige la préparation dans le but de
marquer massivement les pools de motoneuronesgtduese L5. Dans les modéles SOD1,
le ralentissement du transport axonal, probablememaison des interactions entre la
dynéine et la protéine SOD1 mutée, est associ@ accumulation de neurofilaments
(Williamsonet al, 1998; Williamson et Cleveland, 1999; Zhatagl, 1997). Ces
neurofilaments pourraient étre utilisés pour latiplitation du nombre de segments

dendritiques des motoneurones SODL1.

Une plus grande superficie peut étre liée a unenaatption des contacts synaptiques sur
les motoneurones SOD1 (Libersat et Duch, 2004).doghologie dendritique altérée
peut également étre due a un manque de stabilis@di® synapses et un mécanisme
d’élagage défectueux comme le suggérent nos donAdestir de culture organo-typique
de moelle, il a été proposé un dysfonctionnememastyque subtil dans le modéle SOD1-
G93A résultant d’un rapport sensiblement accruedies synapses excitatrices et
inhibitrices contactant les motoneurons SOD1 (Aa@tsal, 2006). Il est important de
noter qu’'une diminution du nombre de synapses itrthibs a comme conséguence une
augmentation du nombre de points de branchemerstdesures dendritiques (Huaag

al., 2007; Sanes et Chokshi, 1992; Sanes et Hafi@g)LAinsi un déséquilibre entre les
entrées excitatrices et inhibitrices pourrait @mpligué dans la multiplication des segments

dendritiques des motoneurones SODL1.

La croissance dendritique des neurones dépendnégaliele |'activation des récepteurs
NMDA et AMPA (Kalb, 1994; Leeet al, 2005; Prithviraj et Inglis, 2008; Prithvirat al,

2008). Le BDNF induit la translocation a la memlerae la sous-unité GIuR1 dans les
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neurones corticaux en culture (Nakata et Nakan2@@7). Dans les dendrites de neurones
moteurs, la surexpression de GIuR1 a pour conségquaugmenter la complexité des
branches dendritigues notamment en multipliantlalre de synapses excitatrices
(Prithviraj et al, 2008). A un stade pré-symptomatique, les récept®MPA des
motoneurones de souris SOD1-G93A présentent urexguession de la sous-unité GluR1
et une diminution de I'expression de la sous-uBiigR2 (Zhaoet al, 2008). L'absence de
GluR2 confére une perméabilité calcique aux caressociés aux récepteurs AMPA
(Sommeret al, 1991). Une étude récente montre que plus lesugaass0Ciés aux
récepteurs AMPA sont perméables au calcium, plaeihebre de segments dendritiques
des neurones moteurs est grand avec, pour lesrmesupour lesquels la perméabilité
calcique est forte, une multiplication du nombrgpdants de branchement entre 100 et
200um autour du soma (Jeorg al, 2006). Ce résultat est a considérer au regata de
morphologie des motoneurones SOD1 caractériséegbia étude. Ces résultats sont en
faveur de modifications des propriétés des récep®&MPA au cours de la période pré-
symptomatique et nos données offrent la possilujlie® de tels changements commencent

deés la période postnatale.
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DISCUSSION GENERALE

La SLA est une maladie qui commence avant I'exjpwasiu phénotype clinique, et les
travaux sur les modeles animaux suggerent une ¢éopgase préclinique pendant laquelle
la maladie bien gu’active n’est pas symptomatidqens ce travail, nous avons abordé les
modifications précoces dans le modele de sourisISG8b6R. Nous avons déja expliqué le
choix de ces souris dans la partie sur les modielasgéniques. En effet, les souris de ce
modele ne présentent pas la pathologie vacuolaicehondriale observée dans les
modeles SOD1 dans lesquels le taux de protéineihereat anormalement élevé
(Bergemalmet al, 2006). Nous venons de montrer successivemenegquuris SOD1-
G85R présentent des la période postnatale destddfioteurs, des dysfonctionnements des
réseaux lombaires et des modifications des pr@xiétectriques et morphologiques des

motoneurones lombaires.

Atteinte des réseaux lombaires.

L’analyse comportementale montre que la mutatioD $G85R perturbe la maturation du
systeme sensori-moteur des souris et ralentit tesgion des capacités motrices comme le
montrent les retards pour les tests de retournemenglacement et d’agrippement des
membres postérieurs (Chap. I). Ces retards pouatrpiecipalement résulter d’un défaut

de maturation des réseaux lombaires de la moeléeép. Cette hypothese est appuyée par
les données qui montrent la difficulté d’actives téseaux lombaires chez les souris SOD1

sur la préparatiom vitro (Chap. II).

Pendant la période périnatale, il a été montrdaueaturation de la moelle épiniere

s’effectue selon un gradient rostro-caudal lié @n#uration des projections des voies
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descendantes des centres supérieurs (pour revag &ftial, 2000b). Chez les rongeurs, les
voies supra-spinales sérotoninergiques atteigesrgdgments lombaires entre la fin de la
période embryonnaire et le début de la périodenptate (pour revue Vinast al, 2000b).

Un défaut de projection de ces voies vers les setgh@mbaires serait compatible avec la
dichotomie observée entre les membres antérieyesédrieurs lors des tests de placement
et d’agrippement et avec la difficulté d’actives l&seaux lombaires avec le NMA et la 5-

HT sur la préparatiom vitro.

La plus longue AHP des motoneurones lombaires S@DE™ semaine post-natale est
compatible avec un niveau plus faible de 5-HT. i@t d est montré que la 5-HT réduit la
durée de 'AHP (Tallewt al, 1997; Walleret al, 1989). En rajoutant la dopamine au
cocktail NMA-5HT, nous avons montré qu'il est pddsid’induire des activités rythmiques
alternées. Il a aussi été montré chez la lampnaoécla@ DA est capable de réduire 'AHP

(Kemnitz, 1997).

Toutefois nos données ne permettent pas d’affitmeetard de maturation de ces voies.
Par contre elles suggérent un défaut de I'actimadies récepteurs NMDA. En effet nos
expériences concernant l'activité spontanée sagn@sium qui est plus faible dans les
préparations SOD1, celles sur I'application diretgeNMDA (Chap. Il) ou encore le fait
gue des oscillations persistent lors des applicatde D-APV pendant le blocage des

transporteurs du glutamate (Chap. Ill) appuiertedegpothése.

Modifications des propriétés électriques des motarmmmes lombaires SOD1.

Cette étude est la premiére a caractériser desai@snzoncernant les propriétés
électrigues des motoneurones lombaires des soDi pendant la période de

développement. Ces anomalies résultent d’'une éwenldtifférente des propriétés
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électriques qui améne les motoneurones SOD1 a udwgro-excitables en deuxieme
semaine postnatale (résistance d’entrée et gaafailles). Nous montrons que
'augmentation anormale de la surface membranasentbtoneurones SOD1 est une
explication suffisante pour rendre compte de ldéus faible résistance d’entrée alors que la
baisse du gain mesuré lors des relations InteRs@tduence indique plutbét des

modifications de conductances ioniques qui restararactériser.

Nos résultats obtenus lors des stimulations en eamgntrent de maniére indirecte que la
conductance sodique persistante pourrait étreiplpsrtante dans les motoneurones
SODL1. Il faut noter que les motoneurones spinauRk BG93A mis en culture a partir du
stade embryonnaire et postnatal développent urguctemce sodique persistante plus
puissante qui conduit a une hyperexcitabilité (ktial, 2004; Kuoet al, 2005). Ces

études suggerent que les motoneurones SOD1 posskasrieur génome les capacités de

développer une hyperexcitabilité.

La chute de la résistance d’entrée et du gain ad¢smaurones SOD1 pourrait déja étre une
adaptation diminuant I'excitabilité des motoneu®®®OD1 et ainsi compenserait une trop
forte stimulation au travers d’une conductance gl persistante plus puissante. Ceci
permettrait d’éviter une toxicité précoce induite fa sur-activation des motoneurones.

La divergence avec nos résultats (hyperexcitahifitéypoexcitabilité) pourrait s’expliquer
par les conditions de mises en culture qui ne peemepeut-Etre pas aux motoneurones de

compenser.

Modifications morphologiques des motoneurones lonrba SOD1.

La sur-expression de la sous-unité GIuR1 et lardition de I'expression de la sous-unité

GIuR2 des récepteurs AMPA des motoneurones dess8@D1-G93A sont observées a un
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stade pré-symptomatique (Zhebal, 2008). Cette modification des récepteurs AMPA, en
modulant la perméabilité calcique, pourrait expdigles modifications morphologiques des
motoneurones SOD1 montrées par notre travail (QWpCela suggere que ce mécanisme
décrit a un stade pré-symptomatique plus avancégbdéja s'exprimer des la période

post-natale.

Enfin, les diamétres du corps cellulaire et desid&s primaires sont équivalents entre les
motoneurones des deux lignées alors que les desndiés motoneurones SOD1 sont hyper
développées. Cette observation laisse émergeskihplité que les motoneurones puissent
des cette période dépenser plus d’énergie poutaliear des arborisations dendritiques

exubérantes. Il est important de rappeler dansgiekte, les états d’hyper-métabolisme et
d’augmentation de dépenses énergétigues retrodaésia dans des modéles SOD1 et les

patients SLA (Dupuigt al, 2004; Gonzalez de Aguilat al, 2005).

Les anomalies observées semblent étre spécifigeda dhaladie

L’atteinte motoneuronale observée pendant la SLAtneades exceptions et quelques
noyaux moteurs sont relativement épargnés par ladieacomme les noyaux extra-
oculaires et le noyau d’Onuf (pour revue Brgfmal, 2004). Une telle spécificité, observée
chez les patients humains, est également présansd@l modéle de souris, ou le noyau
moteur équivalent au noyau d’Onuf chez ’hommedgsirgné et les fonctions des muscles
périnéaux préservées (Hamsatral, 2002). Nos données fournissent d’autres indinatio
d’une telle spécificité chez la souris SOD1-G85&. &emple par le fait que I'activation
rythmique des réseaux spinaux est altérée au nleezhaire mais reste inchangée dans les
segments sacrés dont les motoneurones ne dégépasemt’age adulte. Nous avons aussi
constaté que, bien que les propriétés électrigegsmbtoneurones lombaires montrent des

anomalies, les interneurones ont des propriétésriélees comparables entre les deux
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lignées. Cela renforce I'idée que des le plus jedigeles motoneurones sont la cible

privilégiée des mécanismes physiopathologiquea & A.

Conséquences pathologiques des anomalies post-eatal

La différenciation des propriétés contractiles fite®s musculaires est effective pour la
majorité des muscles des membres postérieurs #PAthez le rat (Ishihara et Taguchi,
1991; Picqueet al, 1997), et a la fin de 1£3° semaine postnatale les patrons d’activité
des muscles sont similaires a ceux observés adidgke (Vrbovaet al, 1985). Le
développement simultané des propriétés des motonesiet des fibres musculaires mene
graduellement a la correspondance observée addgjée entre les propriétés de ces deux

composants de I'unité motrice (Navarrette et Vrhd@93; Vrbovaet al, 1985).

Pendant la période postnatale ou la poly-inneraadies fibres est encore abondante
(Brown et al, 1976; Buffelliet al, 2002), une modification de I'excitabilité des
motoneurones pourrait perturber cet équilibre etrades conséquences sur la
différenciation du phénotype des fibres et sutdaifisation des jonctions neuro-

musculaires et ainsi fragiliser ces synapses quiwee cible privilégiée de la SLA.

En conclusion, les motoneurones lombaires dess8®@D1-G85R se développent
anormalement et deviennent hypoexcitables pendatdguxiéme semaine postnatale au
moment ou les souris commencent a soutenir leaispetia marcher. La dénervation
périphérique a récemment été proposée comme uagauE pathologique prédominant et
précoce de la maladie dans les modeles SLA (Getddl, 2006). Cependant, ces auteurs
n’excluent pas la possibilité que la dénervatiogsgae une origine centrale. Ici, nous
prouvons que des dysfonctionnements des motoneuspparaissent longtemps avant la

dégénérescence axonale.
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Figure 1 A — Courbe de poids des souriceaux de la lignéeagmuC57BI /6J (WT) et de la lignée SOD1-
G85R de P2 a P20. Chaque cercle représente le poigsn des souriceaux dans chacune des lignées. Les
pentes des régressions linéaires sont équivaldraegrise de poids pendant la période postnataldiés

est identique entre les deux lignées. B — Graphigpeésentant le nombre moyen de souriceaux p&éeor

a la naissance. La différence entre les deux lgrest significative avec un nombre de souriceaux pa
portée plus important chez les femelles SOD1-G85R.
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Figure 2 — Représentation schématique de la préparatiafitro avec le montage expérimental pour les
enregistrements électrophysiologiques. A — Schéemadréparatiorin vitro de moelle épiniére / tronc
cérébral isolée et de la chambre d’enregistremenstamment perfusée avec du liquide physiologique.
Cette préparation est utilisée pour les enregigirgsnélectrophysiologiques, les injections intratsires

de neurobiotine et les marquages rétrogrades das pwteurs par la rhodamine-dextran. B1 — Schéma
représentant une portion de moelle épiniére cotaésversalement avec la face ventrale vers le haut
micropipette de verre est insérée dans un motoneuidentifié par son potentiel d’action antidrongqu
(B2) suite a la stimulation de la racine ventralesgigment L5. Des électrodes en acier sont plages
contact des racines soit pour stimuler soit pouegistrer « en passant » l'activité nerveuse (B&s
cercles noirs en B2 et B3 représentent I'artefacstimulation de la racine dorsale en B3 et deatine
ventrale en B2. Abréviations : C=cervical, Th=tlogae, L=lombaire, S=sacré, ER=enregistrement
extracellulaire, IR= enregistrement intracellulave5=racine ventrale du segment L5, dL5= racinesdie

du segment L5.
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Figure 3 — Méthode d’'analyse de I'activité spontanée estefg sur une racine
ventrale. Le tracé brut enregistré en extracelelaur la racine ventrale est
rectifié et les potentiels d'action (événementshitsoétectés aprés seuillage.
Cette activité spontanée reflete le niveau d'atétides pools de motoneurones
spinaux dont les axones projettent dans la racewrale. |IE=intervalle inter

événement.
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Figure 4 : Potentiel d'action antidromique. A - Exemple d’patentiel d’action antidromique enregistré dans
un motoneurone WT a P9 suite a la stimulation deéne ventrale (RV) L5. Cette figure illustrerf@aniere
dont les caractéristiques principales du PA ontnéégurées. (1) amplitude, (2) demi-durée, (3 eedips et
vitesse de montée, (5 et 6) temps et vitesse ddarggation. Sur le front de montée du PA, I'épadat bien
visible correspond a la dissociation IS-SD. B —neple de réponses enregistrées dans un motoneWéhes
P8 suite a la stimulation a faible intensité d&®¥A Ces potentiels sont dépolarisants ou hyperisalats selon
le potentiel de membrane. L'intensité du courafgdté par la microélectrode est de 1,3 nA end@)9,5 nA
en (b), de —0,7 nA en (c) et de —1,2 nA en (d). Getentiels post-synaptiques sont probablementadus
I'activation de cellules de Renshaw par des calids d’axones. Pour chaque intensité la moyenrgtceces
est représentée. C - Réponse d’un motoneurone SCEBLsuite a la stimulation de la RV. Avec uneristig
de stimulation a 8,4pA, on déclenche seulementaianpiel post-synaptique dépolarisant (trace noireur
déclencher un PA antidromique, il faut augmentertdhsité de stimulation a 10pA. Pour chaque irtéria
moyenne de 3 traces est représentée. D — Agrandissele la zone encadrée en C. On voit clairemaata
post-dépolarisation consécutive au PA et le patertépolarisant durent plusieurs millisecondes spee
stimulation. Pour chaque enregistrement, le cergiereprésente I'artefact de stimulation de la RV.
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Figure 5 — Analyse des distributions radiales des dendridesla pousse dendritique et des
mesures du contour somatique et de la moelle. & coips cellulaire d’'un neurone schématique
avec trois départs dendritiques est positionné entre d'un cercle. Ce cercle est partagé en
plusieurs zones concentriques successives domefaigre a un rayon (rs). La valeur de (rs) est
définie par I'expérimentateur. Les autres zonesgumtent toutes une largeur équivalente a (rs).
Pour la construction des diagrammes de Sholl, mwoss travaillé sur des sections avec rs=25
pm. Les éléments du neurone (points de brancheetembngueur dendritique totale) sont
comptabilisés a lintérieur des différentes zonéssiadéfinies et les valeurs sont reportées
graphiquement en fonction de la distance radialsomoa. B — schéma illustrant la facon dont sont
définies la plus petite et la plus grande larg&erétMin et FeretMax) du contour somatique. Ces
2 schémas explicatifs sont adaptés du guide diéidateur de Neurolucida (version 7, MBF
Bioscience Inc., Williston, VT). C — Représentateschématique 2D d’'un motoneurone SOD1 a
P8 injecté avec la neurobiotine et complétemerndnsituit en 3D grace au systéme Neurolucida.
La longueur dorso-ventrale de la moelle (1) estums parallelement a la ligne médiane dans
I’'hémi-moelle contenant le corps cellulaire du nmetorone. La largeur de la moelle (2) est
mesurée perpendiculairement a la ligne médiane awex droite passant par le canal de
I'épendyme. D — Représentation schématique damale transversal d’un motoneurone WT a
P8. Les directions de la pousse dendritique sominées par I'histogramme polaire des
arborisations représenté dans I'encart en pointillé
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Figure 6 : Apparition des réponses sensori-motrices — diffées entre les souris
WT et SOD1. Pour les huit tests réalisés, les ptapt sont représentées en
pourcentage afin de faciliter la lecture des grapés. Les valeurs des tests

statistiques sont données dans la table 1.
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Figure 7 : Activité spontanée des segments lombaires dépapations WT et SOD1. A - Activité

spontanée enregistrée sur les racines ventralest LS ipsilatérales d’'une préparation WT (en haait)

SOD1 (en bas) a P5. B1 — Nombre moyen de potewtiatsion enregistrés sur des périodes de dix ragut

au niveau des racines L3 et L5 des préparations(M£L0) et SOD1 (n=11). La différence n’'est pas

significative (P=0,84). B2 - Intervalle inter-événents (IE) moyen pour les deux populations. La

différence n’est pas significative (P=0,92).
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Figure 8 : Défaut d’activation des réseaux lombaires desis@OD1. A - L'application de NMA (10 uM), 5-
HT (5 uM) induit des activités rythmiques alternégsegistrées sur les racines ventrales L4 cotéralas
d’'une préparation WT a P3. B - Les mémes racinesgesirées de fagon simultanée sur une prépar&minl

a P4 ne répondent pas a l'application pharmacalegigt I'activité enregistrée n‘augmente pas pendant
I'application. C — Décharges en bouffées transiftrace du haut) et activité tonique soutenaedtdu bas)
enregistrées sur des préparations SOD1 respectivéni®d et P3 pendant une application de NMA (10, 8vI

HT (5 uM). D — Activité irréguliere en bouffées getentiels d’action enregistrée sur une préparedioDl a

P3 lors d’'une application de NMA (20 uM), 5-HT (M alors qu’aucune activité n'était observée poeite
préparation avec le NMA (10 uM), 5-HT (5 uM). Pdous les tracés, les fleches représentent le didbut

I'application des substances pharmacologiques.
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Figure 9 : La dopamine (DA) ajoutée a la 5-HT et au NMDAgee des rythmes alternés
au niveau lombaire des préparations SOD1. A — Aétiythmique alternée enregistrée sur
trois racines des segments lombaires dans unerptipaSOD1 a P4 pendant I'application
de NMDA (7,5 uM), 5-HT (7,5 puM) et dopamine (DA-49)L B — Alternances entre
racines opposées et adjacentes apres rectificationtégration des tracés. C —Bouffées
rythmiques en phase sur les racines lombaired®i&application de NMDA (7,5 pM), 5-
HT (7,5 uM) pour la méme préparation SOD1.
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Figure 10 : Activités rythmiques alternées des segments ésactes
préparations WT et SOD1 déclenchées par le NMA at5HHT.
L'application de NMA (10 uM), 5-HT (5 M) induit de activités
rythmiques alternées entre les racines ventralexdb®ralatérales d’'une
préparation WT a P6 (tracés du haut) et d'une padipm SOD1 a P5

(tracés du bas).
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Figure 11 : Activité spontanée des segments lombaires dansilieu sans magnésium. Al, Bl - Activité
spontanée des racines ventrales L3 et L5 d'uneapaipn WT a P3 (A) et SOD1 a P5 (B). Les fleches
représentent le début de la perfusion du miliels saagnésium et les parties délimitées par lesmngleta noirs
sont représentées en A2 et B2 avec une échellengestplus petite. La levée du bloc magnésium de=ptéurs
NMDA se traduit par une forte activité « spontaméees préparations WT et SOD1. C-D — Diagramme des
distributions du nombre de potentiels d'action @)des intervalles inter-événements (IE) moyens {B3

préparations WT (n=13) et SOD1 (n=13). Pour chadjagramme, la boite est délimitée par le premieleet

troisieme quartile et traversée par la valeur dméaliane. Les deux barres horizontales représeleenaleurs

extrémes de chaque distribution. (* P<0,05 ; ** R40; test non paramétrique U de Mann-Whitney).
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Figure 12 ; Absence de rythmes alternés au niveau des seghoenbaires des préparations SOD1 lors
d’application de NMA a 30 uM, contrairement auxpaeations WT.

A —Enregistrements simultanés des racines lombaii@se préparation WT (tracés du haut) a P3 et
d'une préparation SOD1 (tracés du bas) a P4 pengantapplication de NMA (30 uM). La fleche
représente le début de I'application. Les zoneisnitéles par les rectangles noirs sont représeete &l

et B2 avec une échelle de temps plus faible. B1-BRes racines lombaires de la préparation WT
présentent une activité en bouffées de PA altereéts les racines lombaires L3 et L5 ipsilatéraless
que, pour la préparation SOD1, apres I'enregistrerde quelques bouffées de PA (B1), I'applicatien d

NMA (30 pM) induit seulement une activité toniqueea quelques bouffées d’'activité sporadiques (B2).
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Figure 13 : Synchronisation des décharges motrices
induites par le DL-TBOA (20 uM). Augmentation de
l'activité motrice enregistrée sur les racines radats des
préparations WT (A) et SOD1 (B) a P3 pendant une
application de TBOA 20 pM. Dans les deux types de
préparation, des bouffées de longue durée, synebrear
les différentes racines ventrales, sont enregstphgsieurs

minutes apres le début de I'application.

-187-



30 sec 5 sec

Figure 14 : Le début des dépolarisations des motoneuronmgssyachrones avec les décharges enregistrées
sur les racines dorsales pendant I'application deTBOA (20 pM). A - Activités nerveuses enregissée
dans un motoneurone, la racine ventrale et la eadtrsale du segment L5 dans une préparation SGEEL a
Les lignes pointillées représentent le début demidéisations rythmiques de large amplitude etatglie
durée enregistrées dans le motoneurone. Ces diptilans sont synchrones avec les bouffées de fiten
d’action enregistrées sur la racine dorsale. Ledfées de la racine ventrale apparaissent envinerseconde
aprées le début des dépolarisations intracellulalrapartie du tracé marquée par une étoile (tdacbas) est
représentée en (B) avec une échelle de temps pitite.pLa synchronisation de la dépolarisation
intracellulaire avec le début de la bouffée suralkzine dorsale ainsi que le décalage de la répdmsa racine

ventrale sont plus facilement visibles.
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Figure 15: Le TBOA (20 uM) génére des dépolarisations aegyle durée dans les motoneurones
lombaires WT et SOD1.

Activité spontanée d’'un motoneurone lombaire durssg L5 enregistrée simultanément avec la
racine ventrale ipsilatérale dans une préparatidhaAP6 (A) et dans une préparation SOD1 a P4
(B). Dépolarisations lentes de large amplitude @stees en intracellulaire de maniére

concomitante avec les décharges de la racine ¥ent@ a 15 minutes aprés le début de

I'application de TBOA (20 uM) pour la préparationWC) et la préparation SOD1 (D).
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Figure 16 : Comparaison des dépolarisations enregistrées ¢ motoneurones WT et SOD1 lors
d’application de TBOA. Dépolarisations d’'un motorene L5 (tracés du haut) et augmentation de I'aétiv
enregistrée sur la racine ventrale (tracés du das$ une préparation WT (A) et une préparation SGE)1
Les fréquences instantanées sont illustrées ausldss enregistrements intracellulaires avec lagnérhelle

de temps. Dans I'exemple du motoneurone WT, lauigége instantanée maximale atteint 50 Hz et
I'amplitude du PA varie avec la fréquence de déghaElle est progressivement réduite quand la &écel
augmente avant de revenir a la valeur initialelatin de la bouffée quand la fréquence de déchdimgaue.
Pour le motoneurone SOD1, la fréquence instantar@eémale atteint des valeurs plus importantes (200G
HZ) et on peut observer la disparition de la comptes SD quand la fréquence atteint des valeursiaeit

60 Hz (voir partie encadrée). Calibration de laipancadrée en B : 10 mV et 25 ms. WT a P5 et S®B3.
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Figure 17: La tétrodotoxine bloque totalement les oscillasiinduites par le TBOA (20 uM).

A-C. Enregistrements intracellulaires d'un motomewr L5 (tracés du haut) et enregistrements
extracellulaires des racines ventrales ipsilatérate et L6 (autres tracés) obtenus sur une prépar#iT &
P5. Les activités induites par I'application de 8@ 20 uM et enregistrées sur le motoneurone Lt
deux racines ventrales (A) sont complétement blegwguelques minutes aprés l'ajout de la tétrodnéoxi
(TTX, 1 uM) au milieu de perfusion (B). Un retouarfiel des activités s'observe 2 a 3 heures apréag¢age

de la TTX et la simple perfusion de TBOA (C). Caditions des tracés intracellulaires : 30ms et 30mV.
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Figure 18 : Des dépolarisations persistent dans les motonesrSOD1 lors de I'application d’APV en

présence de TBOA. A - F. Enregistrements intratzties d'un motoneurone L5 (tracés du haut) et
enregistrements extracellulaires de la racine wémtipsilatérale L5 (tracés du bas) obtenus sur une
préparation WT a P4 (A, C, E) et une préparatio$@ P5 (B, D, F). A - B. L'application de TBOA (20
UM) entraine des décharges sur le motoneurone reciae ventrale L5 dans la préparation WT (A) et
SOD1 (B). C - D. Le blocage total des récepteursDMVpar I'ajout du D-APV (80 puM) supprime
totalement I'activité pour la préparation WT (Cdra que des dépolarisations rythmiques persistam &b
motoneurone SOD1 (D). E - F. Retour des activitélsiites par la perfusion de TBOA pour la préparatio
WT (E) et SOD1 (F). Calibrations : 20mV, 30 secande
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Figure 19: Pour les motoneurones SOD1, le CNQX est néaesgaur bloquer les oscillations induites par

I'application de TBOA. A-D. Enregistrements intrlokaires d'un motoneurone L5 (tracés du haut) et
enregistrements extracellulaires de la racine wémntipsilatérale L5 (tracés du bas) obtenus sur une
préparation SOD1 a P5. A — L'application de TBOA {2M) entraine des décharges sur le motoneurone et
la racine ventrale L5. B — Des dépolarisationemjtjues persistent quand le D-APV (80 uM) est &aut
milieu de perfusion. C — Pour bloquer complétenterst oscillations persistantes I'ajout de CNQX (1) 1

est nécessaire. D — Retour partiel des réponsagesdpar I'application de TBOA seul. Calibratiqusur A,

B, C et E ; 40 mV et 30 secondes.
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Figure 20 : Evolution de la résistance d’entrée des motamees WT et SOD1 entre P3-P10. Pour les

deux graphes, la moyenne (+ s.e.m.) est représantéaque tranche d’'age. Les cercles représeetent |
valeurs individuelles de;Rde tous les motoneurones. Il convient de notelirtdanution continue de R
pour les motoneurones SOD1 contrairement aux matones WT. La pente de la régression linéaire est
négative et significativement différente de zére@®001 *** ; pente = -2,44 + 0,51 M/ jour ; r=-
0,58).
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La résistance d'entrée (Ret le gain des motoneurones SOD1 sont plus fibres™ semaine

postnatale par rapport aux motoneurones WT. Grapbignontrant les valeurs dg B) et de gain (B) pour

les motoneurones WT et SOD1 a P7-P10. Pour chagaghe les cercles représentent les valeurs

individuelles de chaque motoneurone et pour chamumeilation, le trait plein représente la moyennéest

traits pointillés le s.e.m. C- Graphiques représenle gain en fonction de la résistance d'entlés

motoneurones. Les cercles noirs symbolisent lesuvslindividuelles des motoneurones WT et les klaies

motoneurones SOD1. Ces parameétres ne sont paslésoméns aucune des deux lignées (test non

paramétrique de Spearman ; P=0,17 pour les WE@8B pour les SOD1). D - Graphiques représeneant |

courant de rhéobase en fonction de la résistaresgrde des motoneurones. Les cercles noirs syrahbliss

valeurs individuelles des motoneurones WT et lesidd des motoneurones SOD1. Ces paramétres sont

corrélés pour les motoneurones des deux lignéssrte paramétrique de Spearman ; P=0,008** pear |
WT, r=-0,42 ; P<0,001*** pour les SOD1 ; r=-0,67).
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Figure 22 : Comparaison des caractéristiques biophysiqueshranaires des motoneurones WT et SOD1
en 2™ semaine postnatale. A — Variation de voltage dstieg dans un motoneurone SOD1 & P8 soumis &
un créneau de courant négatif de 0,5nA. La répdnsmotoneurone suit un décours exponentiel. Pour ce
motoneurone la constante de tempy ést de 14 ms et correspond au temps que le ptdatmembrane
met pour atteindre 63% de la déflection de voltdgje-Valeurs destf,) pour les motoneurones WT et
SOD1. C — Valeurs des résistances d’entrée des pNslesquels les mesures dg) (ont été réalisées. D

— Valeurs des capacités membranaires calculéedia ges valeurs expérimentales dg & de ). Pour

les graphes B, C et D, les cercles noirs symbdlilesnvaleurs individuelles des motoneurones Wilegt
blancs des motoneurones SOD1. Les traits pleingseptent la moyenne et les traits pointillés lesrs

de chaque lignée. (ns=non significatif ; ** P<0,fdst non paramétrique de Mann Whitney).
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Figure 23 : Evolution des caractéristiques du potentiel tikacantidromique des motoneurones WT et

SOD1 entre la ® semaine et la®?® semaine postnatale. Pour les motoneurones WT (&tCgs

motoneurones SOD1 (D-F), les données sont compargesles deux groupes d’age. A et D - évolution

de la demi-durée. B et E — évolution de la vitedsalépolarisation. C et F — évolution de la vitedse

repolarisation. Pour chaque graphe, les cercleséseptent les valeurs individuelles de chaque

motoneurone. A chaque tranche d'age le trait plemésente la moyenne et les traits pointillés dem.

(ns=non siginificatif ; ** P<0,01 ;*** P<0,001. Téson paramétrique de Mann Whitney).
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Figure 24 : 'AHP des motoneurones WT et SOD1 est différesmef™
semaine postnatale. Cette figure illustre 'AHPndetoneurones WT (bleu)
et SOD1 (orange) a P4. Ces deux exemples sontussqprésentatifs dans
cette tranche d’age en termes de durée, d’amplairg que du moment ou
le maximum d’amplitude de I' AHP est atteint. Lenfgs du maximum
d’'amplitude (1) et la durée de 'AHP (2) sont méstpar les fleches pour
les deux motoneurones. A P3-P6, ces deux cardmées sont
statistiquement différentes entre les motoneuratess deux lignées (table
4).
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Figure 25: Evolution du gain et de la fréquence de déchdegemotoneurones WT et SOD1 entre
la 1*® semaine et la*®?® semaine postnatale. A1-A3. Exemple de réponsesgistrées dans un
motoneurone WT a P8 lors d’injections de créneauxalrant d’intensité croissante. Méme échelle
pour les 3 graphes : 20 mV et 200 ms. B — Relatitensité de courant — fréquence de décharge
mesurée sur les 500 dernieres millisecondes dieatéde courant pour le motoneurone illustré en
A. La pente de la régression linéaire donne le daimotoneurone. C — D. Evolution du gain (C1) et
de la fréquence maximale de décharge (C2) pount#sneurones WT et SOD1 (D1 et D2) entre la
1% et la 2™ semaine postnatale. Pour (C) et (D), les cerelpgésentent les valeurs individuelles de
chaque motoneurone. A chaque tranche d'age le ptaib représente la moyenne et les traits

pointillés le s.e.m. (ns=non significatif ; * P<6,0test non paramétrique de Mann Whitney).
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Figure 26 : Relations I-F établies a partir de la fréquemstantanée des deux premiers potentiels d’action

des motoneurones WT et SOD1 éfi*2emaine postnatale.
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Al-A4. Exemple de réponses enregistrées dans uaneatone WT a P8 suite a l'injection de créneaux de
courant d'intensité croissante. Calibrations : 2@ et 100 ms pour les 4 graphes. Pour chaque inéedsi
courant, seule la fréquence instantanée entre fesrliers PA est prise en compte pour construilabe

I-F. Les fluctuations sur I'amplitude des PA sonoed au mode d’enregistrement en DCC. B — Relatién |
pour le motoneurone illustré en A. Cette relatigrifie une courbe sigmoide. La pente mesurée lers d
l'accélération de la fréquence représente le gaimdtoneurone. Les losanges noirs représententlesars
mesurées sur les tracés de Al a A4. C - comparaisagain (C1) et de la fréquence maximale de déehar
(C2) pour les motoneurones WT et SOD1 a P7-P10.ceesles représentent les valeurs individuelles de
chague motoneurone. Les traits pleins représetdgentoyenne et les traits pointillés les s.e.m=as
significatif ; * P<0,05 ; test non paramétrique Mann Whitney). D — Relations I-F théoriques géngraeec

les valeurs moyennes de chaque lignée pour le Bafrequence maximale de décharge etddihtensité a

laquelle le motoneurone décharge a une fréquerale ada moitié de la fréquence maximale).
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Figure 27 : Les protocoles de stimulation en rampe induidetypes de décharge pour les motoneurones WT
et SOD1.
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A —-D. Réponses de 4 motoneurones a l'injection@eants triangulaires. Les intensités de couranst diw
premier et du dernier PA4hcet kn) sont données sous les lignes pointillées. Poanwh type de réponse, la
fréquence instantanée est représentée en fonotidiintensité du courant injecté. A — hystérésistyee

« clock-wise » enregistrée dans un motoneurone. NB&r I'adaptation et I'arrét de la décharge Idesla
phase descendante pour une intensité de couradieél€alibrations : 250 ms et 20mV. B- Réponsealiaé
enregistrée dans un motoneurone a P7. Les frégaieseedécharge sont équivalentes lors des rampes
montante et descendante. Calibrations : 500ms reV2@- Réponse linéaire avec une décharge prolongée
lors de la repolarisation enregistrée dans un neatame a P7. Les fréquences de décharge sont Equies
lors des rampes montante et descendante. Calibsati@50ms et 20mV. D — hystérésis de type « counte
clock-wise » enregistrée dans un motoneurone ®#8%. des intensités de courant équivalentes, tpémice

de décharge est supérieure lors de la phase destendCalibrations : 250ms et 20mV. Pour les

représentations en A et D, les PA sont tronqués.
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Figure 28 : A P7-P10, les protocoles de stimulation en ranpeitesse lente induisent des décharges plus
longues pour les motoneurones SOD1.
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Réponses enregistrées pour un motoneurone WT &)P& (un motoneurone SOD1 a P7 (B) soumis a une
rampe de vitesse comparable. Les vitesses des sasopé indiquées sur la partie montante. Les veldas
intensités de courant lors di &t du dernier PA sont données sous les lignesoatili®. Le motoneurone
SOD1 décharge plus longtemps lors des phases astteret descendante de la rampe (valeurs donnégs so
le train de potentiels d’action). Les graphes eneAB?2 illustrent la fréquence instantanée en fonctle
I'intensité du courant injecté. La fréquence dehdége atteinte au sommet de la rampe est supépeurde
motoneurone SOD1. C et D représentent respectivepmm les motoneurones WT et SOD1 les durées de
décharge en fonction de la vitesse de la rampersAdoie ces paramétres ne sont pas corrélés pour les
motoneurones WT (P=0,17 ; r=-0,22 ; test de Pearémmorrélation est significative pour les motoranes
SOD1 (P=0,01 * ; r=-0,39 ; test de Pearson). Pdaque graphe, les cercles représentent les valeurs

individuelles des motoneurones soumis & un progodelstimulation en rampe.
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Rin (MQ)
Potentiel de membrane (mV)

MOTONEURONES WT (2mM) — (4mM)

Potentiel de repos (mV) -728+£25—»p -71,3+£2,2 *
Résistance d’entrée @) 16,4 + 2 —> 22,9 +3,7 *
Cellules (n) (20) (20)

Figure 29 —Modification du potentiel de repos et de la &¥we d'entrée des motoneurones par le calcium
extracellulaire. Valeurs individuelles des dix mm¢arones WT enregistrés dans un milieu avec une
concentration extracellulaire de calcium passé® @eM a 4 mM. Pour la RI'augmentation est effective
pour tous les motoneurones alors que le changeseeralcium ne modifie pas le potentiel de membppme

un motoneurone et hyperpolarise un second. Lesrdstiaints sont tous dépolarisés lors de I'augnientde

la concentration de calcium. Les données sont cofapavec utitest pour séries appariées.
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Figure 30 — Images digitales de motoneurones WT et SOD1sapjéction intracellulaire de neurobiotine.
Al1-B1 — Images d'un motoneurone de chaque ligh&@:(Al et SOD1: B1) représenté avec la méme
échelle a partir des sections transversales camtémaoma (section de 75um d'épaisseur). Ces reatones
représentent pour chaque lignée le motoneuronelaygus grand nombre de points de branchement @in8
Mn14 dans les tables). Beaucoup de segments dgnéstprojetant dans I'épaisseur de la coupe smrés
proche du soma et ne sont pas visibles dans l&srsetransversales illustrées. Les fleches blanplointent

des segments dendritiques qui projettent en dinectie la ligne médiane. Les zones encadrées par les
pointillés blancs montrent des dendrites procheshai latéral des coupes et sont illustrées a futs
grossissement en A2 et B2. La limite entre la srxst blanche et la substance grise est symbol&éda fine

ligne pointillée. Calibrations : 100 pm pour lesiddlustrations. D = dorsal et M = médian. A2 - BZones
encadrées de Al et B1 illustrées a plus fort gssesinent. Les fleches blanches pointent des segments
dendritiques qui projettent a proximité du borcétat de la coupe et qui pénétrent la substancesitara
pointe en A2 montre un segment dendritique vis@alens I'épaisseur de la coupe. Calibrations :re(ppur

les deux illustrations. C — Exemple de marquagetiptel faisant suite a un seul protocole d'injection

intracellulaire de neurobiotine, WT a P9. Calibwati 25 um.
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Figure 31— Localisation au sein du segment L5 des motom&sroeconstruits en 3D. A — Caractérisation de
trois pools de motoneurones au sein du segmenptésanarquage rétrograde a la rhodamine-dextrater No
gue le pool le plus médian est beaucoup plus pefit les deux autres et contient beaucoup moins de
motoneurones. Cette image est obtenue a partir danguage rétrograde de la racine L5 d'une préparat
WT (Obj: 10x. Longueur d’onde du laser pour exciterhodamine = 543nm, section optique de 18 pm,
microscope confocal, Olympus FV500). B — Reprédemachématique d'une section de moelle dansde pl
transversal illustrant la localisation au sein digreent L5 des 14 corps cellulaires des motoneurones
reconstruits en 3D a P8-P9. Tous les motoneurones lecalisés dans la méme région bien qu'un
motoneurone WT a été enregistré un peu plus donsalea la limite du pool ventro-latéral.
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Figure 32 — Diagrammes de distribution des résistances identt des surfaces membranaires totales des
motoneurones a P8-P9. Pour chaque diagramme,tiadxiidélimitée par le premier et le troisiemertjaaet
traversée par la valeur de la médiane. Les deuredbdrorizontales représentent les valeurs extrétaes
chaque distribution. A — Diagrammes de distributiigs résistances d’entrée de tous les motoneuvest
SOD1 enregistrés a P8-P9. La différence est hautesignificative (P=0,0004 ***). B — Diagrammes de
distribution des résistances d’entrée des motomegraVT et SOD1 reconstruits en 3D a P8-P9. Lardifiée

est significative (P=0,04 *). Cette figure illusteefait que pour chaque lignée I'’échantillon destaneurones
reconstruits est représentatif de la populatiomeemtde motoneurones en terme de résistance deer@ré-
Diagrammes de distribution des surfaces membran#itales (soma + dendrites) des motoneurones WT et
SOD1 reconstruits en 3D a P8-P9. La différencaigsificative (P=0,01 *).

(* P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 ; test non pamatrique exact de permutation).
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v 20um

Figure 33 — Morphologie des corps cellulaires des motonezsofette figure présente deux
extrémes en terme de forme du corps cellulairenbtoneurone illustré en A (Mn8) présente
un soma fusiforme trés allongé. D’ailleurs les uadede Frti, = 28 um et Frta =40,3 um
sont treés éloignées. Cet exemple pose le probléna difficulté de la délimitation entre le
corps cellulaire et la base d’'une dendrite. Au ore le motoneurone illustré en B (Mn6) a
un soma multipolaire avec une forme plut6t arrorelides valeurs de R = 31,3 um et
Frtnax =35,8 pm sont comparables. Les deux formes desa®iulaires sont retrouvées dans
les motoneurones des deux lignées. Le fait que lgsumotoneurones reconstruits les valeurs
des Frin et Fria ne soient pas différentes suggére que la formenageneurones WT et
SOD1 est comparable. Les corps cellulaires sontéseptés a la méme échelle. Images

digitales obtenues a partir des sections trandesrsa
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Figure 34— Direction de la croissance dendritique des nm&ioones. Les motoneurones illustrés en A (Mn5)
et B (Mn2) ont été choisis car la position du cocplulaire au niveau du pool moteur est centralerge
motoneurone en A alors que le soma du motoneurorig est positionné beaucoup plus latéralementeCett
différence influence la direction de la pousse diénde comme le montrent les histogrammes polaies
arborisations dendritiques représentés dans lesrtsnen pointillés. C et D — Histogramme polaireo{en”
pour les motoneurones WT (C) et SOD1 (D) générésrenant en compte les arborisations dendritiqees d
tous les motoneurones de chaque lignée. Chaquersdet 30° représente la somme des longueurs ddesu
segments dendritiques orientés dans cette direetipimée en pourcentage de la longueur total®ute les
segments dendritiques des motoneurones (un cesnlentrique représente 5%). L'orientation de lagseu
dendritique est comparable entre les 2 lignées uggése que les motoneurones comparés sont

fonctionnellement homogenes.
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Figure 35 — Représentation schématique de six motoneuroeesnstruits en 3D. Les reconstructions
digitales complétes de motoneurones WT (A, C, Eeetmotoneurones SOD1 (B, D, F) sont représentées
dans le plan transversal. Pour la comparaisone &iir et SOD1, les motoneurones avec un nombre itdéspo
de branchement croissant sont illustrés dans Geitiee. A et B représentent les deux motoneurores d
chaque lignée avec le plus faible nombre de pdiatsranchement, C et D ceux avec un nombre despadént
branchement le plus proche des valeurs médian&setf représentent les motoneurones avec legpdunl
nombre de points branchements. Dans tous les esgndtoneurones SOD1 ont un nombre de points de
branchement plus important (voir table 10) et asmaddes arborisations dendritiques plus complekess

les motoneurones sont localisés dans la partierodaterale de la corne ventrale. Chaque dendste e
représentée par une couleur différente et tousitgsneurones sont illustrés a la méme échelle (206 D =
dorsal, V = ventral, L = latéral et M = médian. £AaMn1, B = Mn9, C = Mn5, D = Mn11, E=Mn8 et D =
Mn14 dans les tables).
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Figure 36 — Représentation schématique 2D des arborisatidasdritiques des motoneurones

(dendrogrammes). Les dendrogrammes présentés d#nsfigure sont obtenus a partir des motoneurones
illustrés dans la figure 35 et sont comparés dewedx. Dans tous les cas, les dendrites extrémement
connectées sont plus nombreuses dans les motoesu®@D1, bien que les longueurs des segments
dendritiques du soma aux terminaisons pour chathmrigation soient comparables. Comme dans ladigur
35, chaque dendrite est représentée par une califéirente et les longueurs dendritiques ont édées en

fonction de la distance au soma (en um). Les dgndnomes sont représentés a la méme échelle.
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Figure 37 — Diagrammes de Sholl du nombre

points de branchement des arborisa
dendritiques des six motoneurones illus
précédemment. Pour des comparaisons entre
lignées, les motoneurones sont représenté
paire sur un méme graphique en dbon dt
nombre de points de branchement. (A) repré
les valeurs pour les motoneurones avec le r
de points de branchement pour chaque lignée
représente les valeurs pour les ¢
motoneurones les plus proches des va
médianes et (C) représe les valeurs pour |
motoneurones les plus connectés de ct
lignée. Ces diagrammes illustrent en fonctio
la distance euclidienne au soma le nombr
points de branchement des arborisa
dendritiques afin de donner leurs localisat
radiales. Des sections de 25um ont été utili
pour construire ces graphiques. Ces graph
montrent la plus grande occurrence des poin
branchement dans les motoneurones SOD1
les plus grandes différences observées entr

pum et 200 um du soma.



MOTONEURONES WT

Figure 38— Représentation schématique de tous les motomesireconstruits en 3D a P8-P9. Toutes les

reconstructions digitales des motoneurones WT &55&bnt illustrées a la méme échelle dans le plan
transversal (calibration : 200 um). D = dorsal, Ventral, L = latéral et M = médian. Pour compléser

lecture des tables, les n° des motoneurones songdalans cette figure.
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Figure 39 - Histogrammes représentant
distribution radiale du nombre de points
branchement (A) et des longueurs dendriti
(B) des motoneurones WT (n=8) et SOD1 (n
La moyenne du nombre de points de branche
et des longueurs dendritiques a ¢értée e
fonction de la distance euclidienne au s
(section de 25 pm) afin de comparer
distributions radiales autour du soma dans
deux lignées. Les deux histogrammes mon
clairement la plus grande occurrence de poin
branchement ainsi une plus grande longue

dendritique des motoneurones SODL1 par ra|

aux WT indépendamment de la région péri-

somatique considérée. Les plus gra
différences sont observées pour les zones
100 pm et 200 pm autour du soma en (4
autour de 200umen (B). Les barres vertica
représentent les s.d. pour chaque section

um.



WT SOD1 WT SOD1

nS ! - [ o

>
o

4.0 80 i
NE o T Ng | * __
oo 3.0F 4 =% 60 y
- O — B
E: - I T = T ]
3 S ’ ’ S5 40
_E 20 T © ~ ,_ ° 7]
g f e8 T ]
€ 1.0f - 5 20 .
=} (2]
] - - —
0 0
40 - - % -
C * % i D 1801 * % % i
B _ i
0.3 30F - _c140- -
= o | | o= | -
- T ° £~ | .
5 S 538 .
5= 20 . 7 g g 100 T ° 7
T = T 2
£5 | N :
& 10 . - 060_— l .
N _ B . 4
0 20

Figure 40 — Diagrammes de distribution des parametres morptragnes des motoneurones WT et SODL1.
Distribution des valeurs de surface somatique $§8jface dendritique totale (B), longueur dendritiqatale

(C) et du nombre total de points de branchement pesimotoneurones WT et SOD1. Chaque boite est
délimitée par le premier et le troisieme quartiiéraversée par la médiane. Les extrémités desdamnt les
premier et neuvieme déciles. Enfin les cercles Emnvaleurs minimales et maximales de chaque éttban

(* P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 ; test non pamnatrique exact de permutation).
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WT ——

125 um

Figure 41 — Dendrites représentatives des motoneurones VEDEXL. A et B — Les dendrites choisies pour
illustrer les différences entre les motoneurones WTSOD1 sont les plus représentatives de chaque
population avec dans les deux cas un nombre despdénbranchement et une longueur dendritiquelles p
proches des valeurs médianes de chaque lignéeehdrajramme en D illustre la tendance des dendrites
SOD1 a multiplier le nombre de segments dendrisgu@n peut noter le grand nombre de segments

terminaux trés courts par rapport au dendrograrfiostré en C.
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Figure 42 — Relation entre le diameétre de base des dengibesmires et la surface ou la complexité des
branches dendritiques. A et B — Graphiques de ttase dendritique (A) et du nombre de points de
branchement (B) par dendrites représentés en fonde leur diamétre de base. Pour chaque graphe les
cercles représentent les valeurs individuelles pooe branche dendritique indépendamment du
motoneurone dont elle provient. A — Pour la taflarface membranaire), la relation est plus putesan
pour les dendrites des motoneurones SOD1 (testedeséh : WT, P<0,0001***, r=0,62 ; SOD1 :
P<0,0001*** r=0,79). B — Pour la complexité (nomkde points de branchement), la relation est plus
puissante pour les dendrites des motoneurones S@Btlde Pearson : WT, P<0,0001***, r=0,64 ;
SOD1 : P<0,0001** r=0,71). Pour A et B les pentiss régressions linéaires sont significativement
différentes entre les dendrites des motoneurone®WWSIOD1 et presque deux fois plus importantes chez
les SOD1.
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PL| P2 | P3| P4|P5]|P6|P7|P8| P9 |P10|P11|P12

WT 459(45.9164.9|78.4(97.3| 100 | 100
Retournement SOD1 (18.9118.9|18.9(45.9159.5(83.8| 100

P * * *k%k ** *kk *

WT 59.5(51.4|64.9|78.4]| 100
Evitement &-pic SOD1 |75.7189.2194.6194.6| 100

P ns | *** | ** ns

WT 97.3] 100
Agrippement avant SOD1 | 100 | 100

WT 0 0 110.8]70.3(97.3| 100
Placement avant SOD1 | O 0 5.4 (89.2| 100 | 100

WT 0 0 |27 ]21.6|83.8{97.3| 100 (100 | 100 | 100 | 100
Agrippement arriere  [SOD1 | O 0 0 |10.8|124.3|148.6| 50 | 75 | 75 [91.7|100

WT 0 |22]8.7(21.7| 37 |43.5|67.4(78.3| 87 | 100|100
Placement arriére SOD1| O 0 0 | 7.1|21.4| 25 |46.4(57.1(81.8(89.3|100

WT 0 0 |27 )27 | 27 |37.8{46.2]| 100
Placement vibrisses  |SOD1 | 0 0 0 |24.3|56.8|78.4183.3| 100

P ns *%k *% *kk ns

WT 100 [ 100 (97.8|95.7|78.3| 63 |34.8|17.4| 43| O 0 0
Extension croisée SOD1 | 100 | 100|100 |90.6181.1|58.5|43.4|{32.1(15.1(11.3| 3.8

Table 1: Résultats des tests sensori-moteurs pendarériade postnatale. Pour les huit tests réalisés, le
pourcentages de souris présentant la bonne répsor#e donnés pour chaque test pendant la période
postnatale étudiée. Cependant, les tests stasistignt été réalisés sur les effectifs et non airpdes
pourcentages. Test de Fischer exact : ns=non isigfiif, P<0,05 * ; P<0,01 ** ; P<0,001 ***,
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MOTONEURONES WT P3-P6 P7-P10 stat

Potentiel de repos (mV) -68,2 £ 0,9 (-68) -70+£ 1,1 (-70) ns (0,24)

Résistance d’entrée @) 17,8+1,7 (17,8) 16,2 + 0,8 (15,3) ns (0,30)
Cellules (n) (27) (38)

P Aseuil (MV) -48,9 + 1,3 (-48,7) -48,1 + 1,2 (-47,7) ns (0,60)

Courant de rhéobase (nA) 1,2+0,2(1,1) 1,8+£0,2(1,7) **
Cellules (n) (15) (29)

Gain (Hz/nA) 25,2 + 2,5 (24,8) 25,1 +1,7 (22,8) ns (0,94)

Frmax (HZ) 47,1 + 3,8 (49) 58,1 + 3,2 (58,6) *

Imax (NA) 2,83 £0,33 (2,85) 3,53 +0,21 (3,4) ns (0,09)
Cellules (n) (15) (27)

POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE

Latence (ms) 1,94 + 0,22 (1,59) 1,23 +£0,12 (1,01) o

Amplitude (mV) 76,3+1,4(77,1) 82,8 +1,8(82,3) *

Demi-durée (ms) 1,31 + 0,06 (1,22) 1,07 +£0,047),0 Hkk

Temps de montée (ms) 0,95 £ 0,07 (0,86) 0,91 + (MED) ns (0,88)

Vitesse de dépol. (mV/ms) 64,5 £ 6,9 (55) 64 £(883) ns (0,63)

Vitesseax dépol.(mV/ms) 144,1 £ 7,7 (138) 166 £ 6,4 (170,2) *

Vitesseyax repol.(mv/ms) 63,2 £ 2,9 (65,1) 82,1+3,5(81,2) Foxk
Cellules (n) (22) (27)

Temps de repol. (ms) 1,70 £ 0,15 (1,65) 1,12 = 01100) *rk

Vitesse de repol. (mV/ms) 37,4 + 2,34 (36,46) 5%2774 (61,29) rxk
Cellules (n) (12) (12)

POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE

Amplitude (mV) 60 + 1,8 (60,3) 63,8 + 2,4 (60) ns (0,54)

Demi-durée (ms) 1,20 £ 0,14 (1,10) 0,89 £ 0,03@p,9 **

Temps de montée (ms) 0,67 £ 0,05 (0,60) 0,60 + MED) ns (0,40)

Vitesse de dépol. (mV/ms) 70,4 +6,0 (73,2) 7682(76,8) ns (0,54)

Vitesseax dépol(mV/ms) 123,6 + 11,36 (130,2) 143,4 + 10,0 (136,2)| ns (0,40)

Temps de repol. (ms) 1,09 £ 0,13 (1) 0,82 +0,08)(0 *

Vitesse de repol. (mV/ms) 48,2 + 4,9 (49,4) 63,840 (62,7) o

Vitesseyax repol.(mVv/ms) 57 £5,4 (56,8) 75,2+2,4(77,2) **
Cellules (n) (7) (8)

AHP

Amplitude (mV) 4,7+0,6 (4,9 54+0,4(4,8) ns (0,56)

Durée (ms) 82 £ 7 (80) 95+ 5 (94) ns (0,14)

Tamplitude ma{MS) 12,4 +1,6 (12,6) 11,2 +1,2 (11,2) ns (0,42)

Temps de repol. (ms) 69,7 £ 7,2 (68,9) 80,7 £ 813 ns (0,17)
Cellules (n) (12) (21)

Table 2: Comparaison des propriétés électriques des matones WT entre les deux premiéres

semaines postnatales.
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PAs.i» seuil de déclenchement du PA en my.ffréquence maximale de décharge des motoneur@més adaptation
lors des injections de créneaux de courafy, Intensité du créneau de courant pour laquellmdéoneurone atteint sa
Frax Les valeurs données dans la table sont la moyeraes.e.m. suivis entre parenthéses de la valeda médiane.
Quand les tests statistiques ne donnent pas dératiffe significative la valeur entre parenthésédaesaleur de la
probabilité (P). Les données ont été comparées lavagst non paramétrique de Mann Whitney (ns=ngnifgcatif ; *
P<0,05 ; ** P<0,01 ;*** P<0,001). Toutes les valswnt aussi été comparées avec un test non paigquecgxact de
permutation. Les 2 tests ont donné les mémes agswdkcepté pour le courant de rhéobase, Jadf 'amplitude du PA

antidromique (P=0,03 *, P=0,006 ** et P=0,008 ¥e& le test de permutation).
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MOTONEURONES SOD1 P3-P6 P7-P10 stat

Potentiel de repos (mV) -69,3+ 1 (-70) -69,3+ 1,1 (-70) ns (0,86)

Résistance d’entrée @) 21,9+2,7(17,8) 12,3+1,1(11,6) ok
Cellules (n) (20) (28)

P Aseuil (MV) -49,8 + 1,6 (-49,2) -48,5 + 1,3 (-49,7) ns (0,78)

Courant de rhéobase (nA) 1,4+£0,2(1,6) 2,3+0,3(1,9) *
Cellules (n) (15) (18)

Gain (Hz/ nA) 20,9 +2(18,1) 19,7 £ 0,9 (20,7) ns (0,94)

Fmax (HZ) 44,5 + 2,6 (46,1) 58,7 + 3,9 (60,1) *

Imax (NA) 3,15+ 0,34 (3,47 3,92 + 0,35 (3,93) ns (0,22)
Cellules (n) (15) (a7)

POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE

Latence (ms) 2,46 + 0,3 (2,27) 1,19+ 0,15 (1,08) *hox

Amplitude (mV) 75,3+2,5(73,1) 79,2 +2(80,4) ns (0,16)

Demi-durée (ms) 1,42 + 0,08 (1,3) 1,08 £ 0,05 (1,05 rxk

Temps de montée (ms) 1,10 £ 0,08 (1,03) 0,95 + (D(EA) ns (0,11)

Vitesse de dépol. (mV/ms) 50,5 + 4,4 (48,5) 60484(54,8) ns (0,15

Vitesseax dépol(mV/ms) 126,8 + 9,3 (122) 159,3 + 6,5 (169,1) **

Vitessgax repol.(mv/ms) 59,3+ 4,5 (56,4) 79,1 + 4,4 (82,9) *x
Cellules (n) (16) (25)

Temps de repol. (ms) 1,51 £ 0,09 (1,48) 1,17 + Q1085) *

Vitesse de repol. (mV/ms) 38,4 +1,8(40,4) 554%(51,6) **
Cellules (n) (8) (14)

POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE

Amplitude (mV) 64,4 + 3,2 (67,4) 65,1 + 2,3 (64,1) ns (1)

Demi-durée (ms) 1,26 +0,12 (1,3) 0,98 £0,07 (0,9) | ns(0,19)

Temps de montée (ms) 0,8 + 0,08 (0,8) 0,70 + ()O&0) ns (0,44)

Vitesse de dépol. (mV/ms) 64,9 + 7,8 (61,4) 691046 (82,6) ns (0,70)

Vitesseax dépol.(mV/ms) 120,3 £ 15,1 (132) 146,7 £ 13,1 (138,6) | ns (0,30)

Temps de repol. (ms) 1,17+£0,14 (1,1) 0,94 £ Q1a) ns (0,30)

Vitesse de repol. (mV/ms) 49,6 £6,2 (43,3) 5082(62,1) ns (0,36)

Vitessgax repol.(mv/ms) 60,5 + 6,8 (60,6) 72,4 £9,5 (74,5) ns (0,29)
Cellules (n) (9) (5)

AHP

Amplitude (mV) 52%+0,4 (5,3 4,3+0,3(4) ns (0,10)

Durée (ms) 110,1 + 9,6 (100,5) 90,2 + 6,4 (86,8) ns (0,09)

Tamplitude ma{MS) 18,9 +1,5(17,5) 13,7 +£1,7 (13,3) *

Temps de repol. (ms) 91,2 + 8,7 (83,8) 76,4 £ 205 ns (0,14)
Cellules (n) (12) (15)

Table 3: Comparaison des propriétés électriques des matones SOD1 entre les deux premiéres semainesapals

Les valeurs données dans la table sont la moyerees£.m. suivis entre parenthéses de la valelas dediane. Quand

les tests statistiques ne donnent pas de différeigodicative la valeur entre parenthéses estlaur de la probabilité (P).

Les données ont été comparées avec le test nomgtaiGue de Mann Whitney (ns=non significatif ; €®05 ; ** P<0,01

¥+ P<0,001). Voir table 2 pour les

abréviations.
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MOTONEURONES P3-P6 WT SOD1 stat
Potentiel de repos (mV) -68,2 + 0,9 (-68) -69,3+1 (-70) ns (0,19)
Résistance d’entrée @) 17,8+1,7 (17,8) 21,9+2,7(17,8) ns (0,21)
Cellules (n) (27) (20)
PAseui (MV) -48,9 + 1,3 (-48,7) -49,8 + 1,6 (-49,2) ns (0,87)
Courant de rhéobase (nA) 1,2+0,2(1,1) 1,4+0,2 (1,6) ns (0,33)
Gain (Hz/ nA) 25,2 +2,5(24,8) 20,9 +2(18,1) ns (0,15)
Fmax (HZ) 47,1 £+ 3,8 (49) 44,5 + 2,6 (46,1) ns (0,68)
[max (NA) 2,83 £ 0,33 (2,85) 3,15+ 0,34 (3,47 ns (0,36)
Cellules (n) (15) (15)
POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE
Latence (ms) 1,94 £ 0,22 (1,59) 2,46 £ 0,3 (2,27) ns (0,18)
Amplitude (mV) 76,3+ 1,4 (77,1) 75,3+2,5(73,1) ns (0,49)
Demi-durée (ms) 1,31 + 0,06 (1,22) 1,42 +0,08)(1,3 ns (0,3)
Temps de montée (ms) 0,95 + 0,07 (0,86) 1,10 £ (,@B) ns (0,1)
Vitesse de dépol. (mV/ms) 64,5 + 6,9 (55) 50,54:(48,5) ns (0,09)
Vitesseax dépol.(mV/ms) 144,1 £ 7,7 (138) 126,8 £ 9,3 (122) ns (0,11)
Vitessgax repol.(mv/ms) 63,2 +2,9 (65,1) 59,3+ 4,5 (56,4) ns (0,53)
Cellules (n) (21) (16)
Temps de repol. (ms) 1,70 £ 0,15 (1,65) 1,51 + 01098) ns (0,67)
Vitesse de repol. (mV/ms) 37,4 £ 2,34 (36,46) 3BU8 (40,4) ns (0,76)
Cellules (n) (12) (8)
POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE
Amplitude (mV) 60 + 1,8 (60,3) 64,4 + 3,2 (67,4) ns (0,25)
Demi-durée (ms) 1,20 £ 0,14 (1,10) 1,26 +0,12)(1,3 ns (0,76)
Temps de montée (ms) 0,67 = 0,05 (0,60) 0,8 =+ (B ns (0,3)
Vitesse de dépol. (mV/ms) 70,4 £6,0 (73,2) 64.88(61,4) ns (0,41)
Vitesseax dépol.(mV/ms) 123,6 £ 11,36 (130,2) 120,3 £ 15,1 (132) ns (0,92)
Temps de repol. (ms) 1,09 £ 0,13 (1) 1,17 £0,13)(1 ns (0,64)
Vitesse de repol. (mV/ms) 48,2 + 4,9 (49,4) 496 2(43,3) ns (1)
Vitessgax repol.(mv/ms) 57 +5,4 (56,8) 60,5 + 6,8 (60,6) ns (0,84)
Cellules (n) (7) (9)
AHP
Amplitude (mV) 4,7+0,6 (4,9 52+0,4 (53 ns (0,6)
Durée (ms) 82+ 7 (80) 110,1 + 9,6 (100,5) *
Tamplitude max(MS$) 12,4 + 1,6 (12,6) 18,9 + 1,5 (17,5) *
Temps de repol. (ms) 69,7 £ 7,2 (68,9) 91,2 £ 838) ns (0,12)
Cellules (n) (12) (12)

Table 4: Comparaison des propriétés électriques des matones WT et SOD1 pendant la premiére semaine gtasgn

Les valeurs données dans la table sont la moyerlees£.m. suivis entre parenthéses de la valelas deédiane. Quand

les tests statistiques ne donnent pas de différegodicative la valeur entre parenthéses estlawr de la probabilité (P).

Les données ont été comparées avec le test nomgtaiGue de Mann Whitney (ns=non significatif ; €®05 ; ** P<0,01

¥+ P<0,001). Voir table 2 pour les abréviations.
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MOTONEURONES P7-P10 WT SOD1 stat

Potentiel de repos (mV) -70+£ 1,1 (-70) -69,3+ 1,1 (-70) ns (0,64)

Résistance d’entrée @) 16,2 £ 0,8 (15,3) 12,3+1,1(11,6) *hk
Cellules (n) (38) (28)

Constante de temps (ms) 10,8 £0,8 14,1+1,8 ns (0,06)

Capacité membranaire (pF) 692 £ 78 1338 + 310 *
Cellules (n) (12) (9)

PAseui (MV) -48,1 + 1,2 (-47,7) -48,5+ 1,3 (-49,7) | ns (0,74)

Courant de rhéobase (nA) 1,8+£0,2(1,7) 2,3+0,3(1,9) ns (0,42)
Cellules (n) (29) (18)

Gain (Hz/ nA) 25,1 +1,7 (22,8) 19,7 £ 0,9 (20,7) *

Frmax (HZ) 58,1 + 3,2 (58,6) 58,7 £ 3,9 (60,1) ns (0,61)

[max (NA) 3,53+0,21 (3,4) 3,92 + 0,35 (3,93) ns (0,61)
Cellules (n) (27) (17)

Gair? (Hz/nA) 231 + 30 (183) 149 + 10 (149) *

fmax (HZ) 173 + 8 (161) 174 £10 (171) ns (0,41)

Iso(NA) 2,4+0,2(2,3) 2,7+0,3(2,6) ns (0,78)
Cellules (n) (25) (17)

POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE

Latence (ms) 1,23 +0,12 (1,01) 1,19 +0,15(1,08) | ns (0,65)

Amplitude (mV) 82,8 £1,8(82,3) 79,2 +2(80,4) (0s25)

Demi-durée (ms) 1,07 £ 0,04 (1,02) 1,08 £ 0,05%},0 ns (0,99)

Temps de montée (ms) 0,91 + 0,05 (0,80) 0,95 + (DEA) ns (0,75)

Vitesse de dépol. (mV/ms) 64 + 3,6 (63,3) 60,9A(%4,8) ns (0,49)

Vitessax dépol.(mV/ms) 166 + 6,4 (170,2) 159,3 +6,5(169,1) | ns (0,49)

Vitesseyax repol.(mv/ms) -82,1 + 3,5(81,2) -79,1 £ 4,4 (82,9) ns (0,73)
Cellules (n) (27) (25)

Temps de repol. (ms) 1,12 £ 0,10 (1,00) 1,17 + Q1085) ns (0,22)

Vitesse de repol. (mV/ms) -59,27 + 2,74 (61,29) ,6564,5 (51,6) ns (0,19)
Cellules (n) (12) (14)

POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE

Amplitude (mV) 63,8 + 2,4 (60) 65,1 + 2,3 (64,1) ns (0,28)

Demi-durée (ms) 0,89 £ 0,03 (0,90) 0,98 £ 0,07)0,9 ns (0,44)

Temps de montée (ms) 0,60 = 0,03 (0,60) 0,70 = (DEED) ns (0,53)

Vitesse de dépol. (mV/ms) 76,9 + 4,2 (76,8) 69,846 (82,6) ns (0,72)

Vitesseax dépol(mV/ms) 143,4 £ 10,0 (136,2) 146,7 £ 13,1 (138,6) | ns (0,72)

Temps de repol. (ms) 0,82 + 0,04 (0,8) 0,94 + Q1a) ns (0,52)

Vitesse de repol. (mV/ms) -63,9 + 1,40 (-62,7) &P 8,2 (-62,1) ns (0,52)

Vitessgax repol.(mv/ms) -75,2+2,4 (-77,2) -72,4 £9,5 (-74,5) ns (0,44)
Cellules (n) (8) (5)

AHP

Amplitude (mV) 54+0,4(4,8) 4,3+0,3(4) ns (0,06)

Durée (ms) 95 +£5 (94) 90,2 £ 6,4 (86,8) ns (0,56)

Tamplitudemax (MS) 11,2 +1,2 (11,2) 13,7 +1,7 (13,3) ns (0,4)

Temps de repol. (ms) 80,7 £ 4,4 (80,3) 76,4 £ 205 ns (0,46)
Cellules (n) (22) (15)

Table 5: Comparaison des propriétés électriques des matones WT et SOD1 pendant la
deuxiéme semaine postnatale.

-228-



Les valeurs données dans la table sont la moyenees£.m. suivis entre parenthéses de la valels deédiane. Quand
les tests statistiques ne donnent pas de différegodicative la valeur entre parenthéses estlawr de la probabilité (P).
Les données ont été comparées avec le test nomgtaiGue de Mann Whitney (ns=non significatif ; €05 ; ** P<0,01
7+ P<(0,001). Toutes les valeurs ont aussi été pargées avec un test non paramétrique exact de faionu Les 2 tests
ont donné les mémes résultats, sauf pour le gdigstit (P=0,009 ** et P=0,006** avec le test de permiomt Gair,
valeur du gain mesurée lors de I'accélération deolarbe IF générée avec les fréquences instantaleSedeux premiers
potentiels d’'actionf,, fréquence maximale de décharge mesurée sur pesnziers PA. d, intensité de courant faisant

décharger le motoneurone a la moitié d&,saPour les autres abréviations, voir table 2.
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WT SOD1 stat

Vitesse rampe (nAY 0,56 + 0,09 0,50 + 0,04 ns (0,62)
Durée totale rampe (ms) 8336 + 645 7071 + 488 ns(0,32)
Intensité,ax rampe (nA) 2,30 +£0,33 1,72+0,16  ns (0,32)
Idébut(nA) 1,52 +0,27 0,70+ 0,12 *

lfin (NA) 1,50 £ 0,36 0,68 £0,17 ns (0,07)
Durée décharge montée (ms) 1358 + 156 2076 + 256 *

Durée décharge descente (ms) 1520 + 291 2108 + 314 ns (0,32)
Durée totale décharge (ms) 2878 + 390 4183 +535 ns (0,09)
Gain (Hz.nAY 332+37 28,7+3,6 ns (0,54)
Fréquence maximale (Hz) 33,2+4,3 40,1+4,9 ns(0,20)
Potentiel de membrane (mV) -66,6 £ 3,1 -65,1+2,2 ns(0,71)
Résistance d’entrée @) 16,4 + 2,37 11,8+2,0 ns (0,16)
Seuil PA (mV) 49,2 +1,2 -49+1,3 ns (1)

cellules (n) (7) (7)

Table 6- Caractéristiques des motoneurones WT et SODrhiscudes protocoles de stimulation en rampe

de vitesse lente (<0,85 nA)spour la période P7-P10.

Les valeurs données dans la table sont la moyeas.£.m. Les données ont été comparées avestumote

paramétrique exact de permutation et le test noanp@trique de Mann Whitney (ns=non significatif ; *

P<0,05 ; ** P<0,01). Les 2 tests ont donné les n¥résultats.
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MNs P6-P10 [C&]exa=4mM WT SOD1 stat

Potentiel de repos (mV) -64,3+1,1 -64,9+1,3 ns

Résistance d’entrée @) 33,3+x2,1 23,8+2,2 ok
Cellules (n) (27) (31)

PAseui (MV) -45,1+0,9 -45,1+0,8 ns

Courant de rhéobase (nA) 1,1+0,1 1,6+0,2 *

Gain (Hz/nA) 18,4+2,0 13,2+0,9 *

Frnax (HZ) 36,3+3,3 348+28 ns
Cellules (n) (15) a7)

POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE

Amplitude (mV) 71,4+£1,9 72,1+£15 ns

Demi-durée (ms) 1,3+0,04 1,2+0,1 ns

Temps de montée (ms) 1,4+0,1 1,2+0,1 ns
Cellules (n) (22) (18)

POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE

Amplitude (mV) 56,9+1,8 53,4+15 ns

Demi-durée (ms) 1,0+0,04 1,1+0,04 ns

Temps de montée (ms) 1,1+0,04 1,1+0,1 ns

Amplitude AHP (mV) 9,2+0,5 9,7+0,7 ns

Durée AHP (ms) 142 + 10 150+ 9 ns
Cellules (n) (22) (22)

Table 7 - Propriétés des motoneurones enregistrés enchmim. Les valeurs données dans la table sont la
moyenne * le s.e.m. Les données ont été compavéesua test non paramétrique exact de permutatitn e
test non paramétrique de Mann Whitney (ns=non fguif ; * P<0,05 ; ** P<0,01). Les 2 tests ontrieé les

mémes résultats.
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MOTONEURONES WT (2mM) (4mM) stat

Potentiel de repos (mV) -70+1,1 -64,3+1,1 *hk

Résistance d’entrée @) 16,2 +0,8 33,321 Fxk
Cellules (n) (38) (27)

PAseui (MV) -48,1+1,2 -45,1+0,9 ns (0,07)

Courant de rhéobase (nA) 1,8+0,2 1,1+£0,1 *
Cellules (n) (29) (15)

Gain (Hz/ nA) 251+17 18,4+2,0 o

Fmax (HZ) 58,1+ 3,2 36,3+3,3 ok
Cellules (n) (27) (15)

POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE

Amplitude (mV) 82,8+1,8 71,4+19 el

Demi-durée (ms) 1,07 £ 0,04 1,25 +£0,04 **
Cellules (n) (27) (22)

POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE

Amplitude (mV) 63,8+2,4 56,9+1,8 *

Demi-durée (ms) 0,89 + 0,03 1,03 £ 0,04 *
Cellules (n) (8) (22)

Amplitude AHP (mV) 54+04 9,2+0,5 ok

Durée AHP (ms) 95+5 142 £ 10 el
Cellules (n) (22) (22)

MOTONEURONES SOD1 (2mM) (4mM)

Potentiel de repos (mV) -69,3+1,1 -64,9+1,3 *

Résistance d’entrée @) 123+1,1 23,8122 rx
Cellules (n) (28) (31) ns

P Aseuil (MV) -48,5 + 1,3 -45,1+0,8 *

Courant de rhéobase (nA) 2,3+0,3 16+0,2 (0,16)
Cellules (n) (18) a7)

Gain (Hz/ nA) 19,7 +£0,9 13,2+0,9 *hk

Frmax (HZ) 58,7+ 3,9 34,8+2,8 ok
Cellules (n) (17) (17)

POTENTIEL D’ACTION ANTIDROMIQUE

Amplitude (mV) 79,2+ 2 72,1+15 *x

Demi-durée (ms) 1,08 £ 0,05 1,21+£0,1 *
Cellules (n) (25) (18)

POTENTIEL D’ACTION ORTHODROMIQUE

Amplitude (mV) 65,1 +2,3 534+15 *x

Demi-durée (ms) 0,98 + 0,07 1,10 £ 0,04 ns 0,14)
Cellules (n) 5) (22)

Amplitude AHP (mV) 4,3+0,3 9,7+0,7 el

Durée AHP (ms) 90+ 6 150+ 9 el
Cellules (n) (15) (22)

Table 8: Modification des propriétés électriques des metwones par le calcium extracellulaire

Les valeurs données dans la table sont la moyeaa.£.m. Les données ont été comparées avestumote

paramétrique exact de permutation et le test noanp@trique de Mann Whitney (ns=non significatif ; *

P<0,05 ; ** P<0,01). Les 2 tests ont donné les n¥ré@sultats. Pour les abréviations, voir table 2.
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Age Psoma (p-m) Atrans (Umz) Frt max (p-m) Frt min (p-m) Dsoma (p-m) Asoma (Umz) Den Dprim (p-m) Aprim (Hmz)

Mn1 (P9) 104.5 644 36.1 28.4 28.6 2576 6 5.6 169.9
Mn2 (P9) 97.3 530 40.8 19.2 26 2119 5 4.6 93.3
Mn3 (P9) 1215 936 43.5 31.3 34.5 3744 9 5.1 206.4
Mn4 (P8) 126.7 692 50.1 21.5 29.7 2769 8 4.9 173.5
Mn5 (P8) 97.8 626 34.4 24.3 28.2 2505 8 5.4 187.7
Mn6 (P9) 107.2 795 35.8 31.3 31.8 3180 10 5.6 265.9
Mn7 (P9) 144.8 954 45.6 36.2 34.9 3817 10 4.8 195
Mn8 (P8) 109.4 837 40.3 28 32.6 3349 7 6.9 273.7
Moyenne WT  113.7 751.8 40.8 27.5 30.8 3007 7953 195.7

sd 16.3 153 5.413 5.6 3.17 613 1.8 0.7 57.1
Mn9 (P8) 109.1 540 42 175 26.2 2160 6 5.2 137.2
Mn10 (P8) 107.7 737 39.1 26.9 30.6 2949 8 5.4 191
Mn11 (P9) 141.6 920 45.6 29.2 34.2 3679 8 5.8 2235
Mn12 (P9) 194.9 1023 57.1 40.6 36.1 4092 8 5.3 187.2
Mn13 (P8) 146.6 932 46.9 29.5 34.5 3729 6 7 239.1
Mn14 (P8) 99.6 739 34.4 28.4 30.7 2956 6 8.3 356.1
Moyenne SOD1 133.3 815.3 44.2 28.7 321 3261 7 6.2 222.4

sd 35.8 176 7.779 7.4 3.6 705 11 1.2 74.4

P 0.19 0.47 0.36 0.74 0.49 0.47 0.390.15 0.47

Table 9 — Paramétres des corps cellulaires et des designitmaires des motoneurones reconstruits en 3D.
Abréviations: BynsPérimétre du soma mesuré dans le plan transvgrsgl Ayan=Aire du soma mesurée
dans le plan transversal (AmFrt,.=Feret maximum du soma (um). frt Feret minimum du soma (um).
DsomeDiamétre du soma (um). sde=Surface membranaire somatique EDJ.nDen:Nombre de dendrites
primaires par motoneurone gf3=Diamétre initial moyen des dendrites primairesrpthagque motoneurone
(um). Ayim=Aire totale par motoneurone des sections forméeslgs dendrites primaires (AmTest non
paramétrique exact de permutation (ns=non significaP<0,05 ; ** P<0,01).
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Age Bremt Trms TrmOrd oy Sgmt Ord oy Ord max (Zﬁfﬁi' (Eﬁ’zf) L(()Sr%’;ax L(()Sr%’;"y
Mn1 (P9) 34 40 4.98 74 4.88 9 113722368 760 523
Mn2 (P9) 45 50 4.78 95 4.21 7 8730 19961 536 346
Mn3 (P9) 68 78 4.96 146 4.03 9 165685258 711 417
Mn4 (P8) 74 83 4.95 157 4.22 8 181167216 715 400
Mn5 (P8) 82 90 5.26 172 4.43 8 172182394 580 375
Mn6 (P9) 83 95 4.95 178 4.28 9 231436051 1018 402
Mn7 (P9) 89 99 5.15 188 4.38 8 183087952 578 324
Mn8 (P8) 100 107 5.69 207 4.51 9 198130314 727 388
Mean WT 71.9 80.3 5.09 152.14.37 8.4 1665837689 703 397
sd 22.3 23.7 0.28 46 0.26 0.7 4597 13672152 60
Mn9 (P8) 93 100 5.71 193 5.37 9 181334917 661 387
Mn10 (P8) 134 145 6.17 279 5.88 11 256498427 731 379
Mn11 (P9) 134 145 5.88 279 6.5 9 254198221 706 365
Mn12 (P9) 154 172 6.72 326 5.57 17 370368175 1016 464
Mn13 (P8) 156 165 6.45 321 491 10 259435931 591 357
Mn14 (P8) 178 184 7.38 362 5.07 13 327381495 724 409
Mean SOD1 141.5 151.8 6.39 293.3 555 115 2748%9528 738 394
sd 28.9 29.7 0.61 58.4 0.58 3.1 6575 15355146 39
P 0.00060.0006 0.0003 0.00080.00030.00490.00230.0199 0.6683 0.91
S|gn *k% *k% *k*k *k*k *k% *% *% * ns ns

Table 10- Paramétres métriques et topologiques des aalionis dendritiques. Abréviations:
Brcmt= Nombre de points de branchement par motameur Trms= Nombre de segments
terminaux par motoneurone. TrmQ@gE Ordre dendritique moyen des segments terminaux po
chaque motoneurone. Sgmt= nombre total de segndemdritiques par motoneurone. Qg
Ordre dendritique moyen des segments pour chaqueneurone. Org,= Ordre dendritique
maximal pour chagque motoneuronge,~ Longueur dendritique totale pour chaque motonairo
(um). Ysu= Surface dendritique totale pour chaque motoneufpm?). Long,. = Plus grande
longueur dendritique du soma a une terminaison mh@gue motoneurone (Um). Lapg =
Moyenne des longueurs dendritiques du soma vetsgdes terminaisons (um).

test non paramétrique exact de permutation (nssigmificatif ; * P<0,05 ; ** P<0,01).
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ANNEXES

ANNEXE | : Altered sensorimotor development in a transgenic mouse model of
amyotrophic lateral sclerosis
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Altered sensorimotor development in a transgenic mouse
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Abstract

Most neurodegenerative diseases become manifest at an adult age but abnormalities or pathological symptoms appear earlier. It is
important to identify the initial mechanisms underlying such progressive neurodegenerative disease in both humans and animals.
Transgenic mice expressing the familial amyotrophic lateral sclerosis (ALS)-linked mutation (G85R) in the enzyme superoxide
dismutase 1 (SOD1) develop motor neuron disease at 8—10 months of age. We address the question of whether the mutation has an
early impact on spinal motor networks in postnatal mutant mice. Behavioural tests showed a significant delay in righting and hind-paw
grasping responses in mutant SOD1%%R mice during the first postnatal week, suggesting a transient motor deficit compared to wild-
type mice. In addition, extracellular recordings from spinal ventral roots in an in vitro brainstem—spinal cord preparation demonstrated
different pharmacologically induced motor activities between the two strains. Rhythmic motor activity was difficult to evoke with
N-methyl-pL-aspartate and serotonin at the lumbar levels in SOD1%85R mice. In contrast to lumbar segments, rhythmic activity was
similar in the sacral roots from the two strains. These results strongly support the fact that the G85R mutation may have altered

lumbar spinal motor systems much earlier than previously recognized.

Introduction

The neurodegenerative diseases are characterized by dysfunction and
death of specific populations of neurons that usually appear at
adulthood. Pathological changes are commonly observed with late
onset before clinical symptoms but the earliest mechanisms that
account for progressive degeneration of neurons are still unknown.

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative and
fatal human disorder characterized by progressive loss of motor
neurons in cortex, brain stem and spinal cord. A subset of familial and
sporadic ALS cases is related to dominant missense mutations in the
gene encoding Cu—Zn superoxide dismutase 1 (SOD1) (Rosen et al.,
1993; Cleveland & Rothstein, 2001; Julien, 2001).

The SOD1%*°R transgenic mice, expressing a human mutant SOD1
allele with glycine 85 substituted for arginine (G85R), develop an
ALS-like disease with progressive motor neuron degeneration (Bruijn
et al., 1997, 1998; Williamson et al., 1998; Lino et al., 2002; Raoul
et al., 2002). Unlike mutants SODI®® and SODI®®A, the
SOD19%°R enzyme is inactive and transgenic SOD1%®® mice are
characterized by unmodified endogenous SODI1 activity (Gurney
et al., 1994; Wong et al., 1995; Bruijn et al., 1997, 1998).

ALS-like disease is not observed in mice expressing human wild-
type (WT) SOD1 (Deng et al., 1993; Wong et al., 1995; Kunst et al.,
1997) or in SODI1-null mice (Reaume et al., 1996). Furthermore,
coexpression of the human WT with the human mutant G85R
enzymes does not protect against the disease (Bruijn et al., 1998;
Fukada et al., 2001). Pathogenesis of ALS-linked mutations results
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from an unidentified toxic gain-of-function of mutant polypeptides
rather than a decrease in or loss of SODI enzymatic activity
(Cleveland & Rothstein, 2001; Julien, 2001).

In homozygous SOD1%%°® mice (line 148), the disease onset starts
between 8 and 10 months of age. After initial hindlimb paralysis,
disease spreads very rapidly to the forelimbs and mice are severely
paralysed within 2 weeks (Bruijn et al., 1997). The earliest patholo-
gical signs are observed at 6 months in astrocytes and motoneurons
from spinal cord (Bruijn ef al., 1997).

Recent studies suggest earlier abnormalities in mutant SODI1
motoneurons during embryonic development (Raoul et al., 2002) and
postnatal maturation (Lowry et al., 2001). Although the SOD1 mutation
could affect maturation of sensorimotor processes, no data on spinal
network activities from mutant SOD1 postnatal mice are yet available.

In this work, we have studied maturation of spinal motor networks
in homozygous SOD1%®® (line 148) and C57BL/6J control mice
during the first postnatal week by using behavioural tests and
extracellular motor recordings from ventral roots in an isolated
brainstem—spinal cord preparation from newborn mice, adapted from a
rat preparation (Vinay et al., 2002). Because the tail movements are
not affected when the hindlimbs are severely paralysed in SOD1%%5®
mice, we recorded motor activities from both sacral and lumbar roots.

Materials and methods
Mice

All surgical and experimental procedures conformed to the European
Communities council directive (86/609/EEC). The SOD19%°® trans-
genic mice (line 148; Bruijn ef al., 1997) were generously provided by



U382 INSERM-Marseille (with agreement of the Ludwig Institute for
Cancer Research, San Diego). These transgenic mice were initially
backcrossed to WT C57BL/6J for eight generations. The mice were
then bred as homozygous transgenics. The C57BL/6J (WT) strain
was thus used as control. The same length of gestation was observed
for WT and SOD19®%°® mice. Postnatal day 0 (PO) was defined as the
first 24 h after birth. WT pups at P2 weighed 1.74 +0.24 g
(mean % SD, n = 90) and SODI®®® pups 1.76 £ 0.31 g (n = 71).
The daily weight increase of WT (0.43 £ 0.01 g) and SOD1%%R
(0.44 £ 0.01 g) given by regression lines did not differ significantly
during the first post-natal week.

Behavioural testing

We used 35-37 pups from five litters per strain with at least six pups per
litter. Six sensorimotor responses appearing from Pl to P6 were
measured daily in all male and female mice (Fox, 1965; Roubertoux
et al., 2003). When the appropriate responses were observed, the pup
was given a score of 1 for the corresponding test. Tests were as follows.
(1) Righting: the pup was placed on its back; it righted itself within 10 s.
(i1) Clift-drop aversion: the pup was placed on the edge of a cliff (a table),
the forepaws and the head over the edge; it turned and crawled away
from the cliff. (iii) Forepaw and (iv) hindpaw grasping: when the inside
of one paw was gently stroked with an object, the paw flexed to grasp the
object. (v) Forelimb placing: when the dorsum of the paw came into
contact with the edge of an object, the hand lifted and was placed on the
object. (vi) Vibrissae placing: the pup was suspended by the tail and
lowered towards the tip of a pencil; when the vibrissae touched the
pencil, the pup raised its head and carried out a placing response with the
extended forelimb. Additional pups from two litters per strain (n = 13
andn = 12 pups for WTand SOD19*°R  respectively) were tested daily
between P7 and P11 to confirm whether behavioural deficits were
transient. For each test the numbers of pups scoring 1 were compared
between strains (% test). P < 0.05 was accepted as significant.

Electrophysiological experiments

P3-6 mice were anaesthetized by hypothermia. They were then
decerebrated at a postcollicular level, eviscerated and pinned down
onto a Petri dish. Dorsal craniotomy and laminectomy were
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performed, then the spinal cord and brainstem were removed, placed
in a recording chamber and superfused with an artificial cerebrospinal
fluid (ACSF) containing (in mM): NaCl, 130; KCl, 4; MgCl,, 1.2;
CaCl,, 2; NaH,POy, 1; NaHCO;, 25; glucose, 30; bubbled with a 95%
0,-5% CO, mixture, adjusted to pH 7.4 at 24-25 °C. In three
experiments, WT and SOD19%°R isolated preparations were placed in
the same recording chamber for simultaneous recordings.

Monopolar stainless steel electrodes were placed in contact with the
lumbosacral ventral roots and insulated with petroleum jelly for
recording (bandwidth 0.07-1 kHz). Extracellular potentials were
amplified (gain 10 000) and digitized at 1 kHz (digidata 1322, Axon
Instruments, Clampex 8.0 software). Using Spike 2 software, with a
threshold for spike detection, the number of spontaneous events was
measured in lumbar (L3 and L5) ventral roots for 10 min episodes.
The mean number of spontaneous events and the mean inter-event
interval (IEI) were determined in WT and SOD1%%® and compared
using Student’s #-test according to the properties of the distribution;
P > 0.05 was not significant (ns). Results are presented in the form of
mean = SEM. Motor output activity was elicited by bath application
of N-methyl-DL-aspartate (NMA; 2-20 pM) in combination with
serotonin (5-HT; 1-20 uM), and recorded from lumbar (L3 to L6) and
sacral (S1 to S3) roots. These substances were applied for 2040 min
and a 30 min washout period was used between different applications.
Areas under the curve before and during drug applications were
calculated from rectified traces and the slope of the regression line
indicated the effect of the drugs. All compounds used in this study
were purchased from Sigma.

Results

The SOD1%*°® mice (Bruijn et al., 1997) maintained as homozygotes
onto the C57BL/6J genetic background (> 99.8%) and the C57BL/6J
strain were used in this study.

Behavioural testing in postnatal mice

To study the influence of the SOD19%°® mutation during the first
postnatal week, six tests currently used to investigate the maturation of
sensorimotor capacities were selected. A proper righting response
requires the integrity of muscular and motor functions, and also

A Righting test B Hind paw grasping test C Vibrissae placing test
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FIG. 1. Appearance of sensorimotor responses: differences between WT and SOD19%°R pups. (A) Righting: the number of SOD19%°R pups with proper righting
was lower than WT on every day up to P6. (B) Hindpaw grasping: the number of scoring pups was significantly different between the two strains from P5 (85% WT
and only 25% of SOD1%*** pups) to P7 (50% of SOD pups). (C) Vibrissae placing: the strains also differed for this sensorial task from P4 to P6. At P6 the number
of SOD1%*R pups able to have a placing response was twice the number of WT pups. Number of pups: n = 37 for each strain from P1 to P6 and n = 13 WT and
n = 12 SOD1%*® from P7 to P11. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns, not significant (P > 0.05); 3 test.
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F1G. 2. Comparison of spontaneous motor activity recorded from lumbar roots
of WT and SOD19%°® mice. (A) Activity recorded from L5 roots of P4 WT
(upper trace) and P5 SOD1S®R (lower trace) mice. (B) Mean numbers of
events per 10 min and mean IEIs (n = 10 for WT, n = 11 for SOD19%%),
Values are means + SEM. Not significant (ns), P > 0.05; Student’s ¢-test.

depends on the labyrinthine function. The forelimb placing and
forepaw and hindpaw grasping responses reflect the locomotor
abilities of the limbs and the development of fine motricity for the
grasping tasks. Righting and hindpaw grasping responses were
significantly delayed for SOD19%°® pups (Fig. 1A and B). All the
transgenic pups had the proper righting response at P7. Hindpaw
grasping was still impaired at P7 because the appropriate response was
present in only 50% of SOD1%*°® pups. No differences between the
two strains were observed in forepaw grasping and forelimb placing
tests (not shown). All the pups had the proper forepaw grasping
response at P1 and forelimb placing at P6. The vibrissae placing
response gives information about the maturation of vibrissae sensi-
bility and the cliff drop aversion response is dependent on the

WT SOD1G#5R
MNMA 10uM + 5-HT 5pM F

A NMA 10uM + 5-HT 5uM g3

labyrinthine function. The SOD1°*® pups were in advance for
vibrissae placing from P4 to P6 (Fig. 1C) and cliff drop aversion tests
from P2 to P4 (not shown). Proper responses were recorded in all WT
and SOD19%°R pups at P5 for cliff drop aversion test and at P8 for
vibrissae placing test.

Electrophysiological experiments

Spontaneous activity was compared between SOD19%°R preparations

(n = 5) from P3-6 pups and age-matched WT controls (n = 6). The
in vitro preparation of P3—6 mice usually exhibited irregular sponta-
neous motor activity recorded from ventral roots (Fig. 2A). The WT
and SOD19*°® lumbar roots had a weak tonic activity consisting of
spontaneous action potentials (Fig. 2A), and bursts were occasionally
recorded. The mean number of events per 10 min was 181 + 44
(n = 10) and 169 £ 43 (n = 11) and the mean IEI was 6.01 + 1.66 s
and 6.17 % 1.40 s, for WT and SOD1%%°® mice, respectively. They did
not differ significantly between the strains (Fig. 2B).

On this background activity, NMA and 5-HT, known to activate the
spinal networks, were bath-applied in 9 WT and 11 SOD]1%®
preparations. NMA 10 uM and 5-HT 5 pm induced reversible
rhythmic activity in 15 out of 16 (15/16) lumbar (L3-L6) roots from
WT, and alternate rthythmic patterns could be evoked in opposite (left—
right) lumbar roots (Fig. 3A). In contrast, NMA 10 uM and 5-HT
5 uM failed to evoke any activity in 12/20 lumbar (L3-L6) roots
recorded from SOD1°%® (Fig. 3C). In the remaining 8/20 SOD19%5®
roots, only transient bursting (6/20) or tonic (2/20) activities were
elicited (Fig. 3D). In the example in Fig. 3F, NMA concentration was
increased up to 20 puM and irregular bursting discharges were obtained
in opposite L5 ventral roots. Irregular bursting was also obtained when
increasing 5-HT concentration up to 20 uM (not shown). Increasing
drug concentrations up to 20 uM (either NMA or 5-HT, or both) led to
the activation of all SOD1%%*® lumbar roots (n = 15) with persistent

SOD-‘GNR
NMA 20pM + 5-HT 5uM
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FIG. 3. Pharmacological activation of locomotor networks: lack of rhythmic activities in lumbar networks from SOD1%®® mice. (A and B) NMA 10 pm with 5-HT
5 uM induced rhythmic bursting activity in ventral roots from WT mice. (A) Opposite L4 lumbar roots show alternate bursts in P3 WT. (B) Activity recorded from
S2 sacral root of P6 WT mice. (C-E) NMA 10 um with 5-HT 5 uMm induced rhythmic bursting activity only in sacral roots from SOD19%°® mice. (C) Silent roots
(opposite L4) from P4 SOD19*°R mice, simultaneously recorded in the same chamber as in A. (D) Transient bursting (upper trace) and tonic activity (lower trace)
from L4 roots in P4 and P3 SOD19%® mice, respectively. (E) S2 root activity from P5 SOD1°**® mice. (F) Irregular bursting activity recorded from L5 roots in
P3 SOD19%R during application of NMA 20 uM with 5-HT 5 uM (no activity was recorded in these roots with NMA 10 pMm and 5-HT 5 pm). (G) Number of
activated lumbar roots in SOD19%R with transient burst, tonic activity and irregular bursting during application of NMA 10 um with 5-HT 5 um (dark bars), or with
increased drug concentrations (light bars). Arrows indicate the onset of drug perfusion in A, C and D.
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tonic activity or irregular bursting discharges which lasted throughout
the application. However, alternate rhythmic activity was never
evoked from SOD19%® lumbar roots. Fig. 3G represents the number
of activated lumbar roots in SOD19%°® with transient burst or tonic
activity or with irregular bursting when different concentrations
of drugs were used. In contrast to lumbar roots, all recorded sacral
(S1-S3) roots exhibited similar rhythmic activities between WT
(n = 12) and SOD1°%® (n = 16) during NMA 10 pM and 5-HT
5 uM (Fig. 3B and E) and these rhythmic activities alternated between
opposite (left-right) sacral roots (not shown).

Discussion

Electrophysiological experiments and behavioural tests have revealed
for the first time functional alterations in postnatal SOD19%°® mice
during the sensorimotor development.

Behavioural testing on WT mice are in accordance with previous
reports (Fox, 1965; Roubertoux ef al., 2003). Maturation of
labyrinthine functions, tested by the cliff drop aversion task, is not
delayed in SOD19%® mice, suggesting that the impaired righting
response reflects a predominant and transient motor deficit. The
grasping and placing tasks suggest a motor impairment of the
hindlimbs only. As a grasping task involves a spinal reflex, this
transient motor deficit could reflect a delay in rostrocaudal maturation
of the cord. Vibrissae placing and cliff drop aversion tasks reveal an
advance for the maturation of sensorial properties in SOD1%%*® mice
that might be due to a behavioural compensation.

Regarding electrophysiological data, our main finding concerns the
lack of alternate rhythmicity in lumbar segments from SOD1%%°® mice
during application of NMA and 5-HT. In contrast, this classical
pharmacologically induced motor pattern is normally obtained in
control mice as shown in previous studies (Whelan et al., 2000;
Kullander ef al., 2003). Moreover, spontaneous activity recorded
in vitro from WT and SOD1%**® mice was similar to that already
reported (Bonnot ez al., 1998; Whelan et al., 2000). The fact that higher
concentrations of NMA and 5-HT were required to evoke solely tonic
activity and irregular bursting in the lumbar networks of SOD19%%}
preparations may indicate a lumbar network hypoexcitability. The lack
of pharmacologically induced rhythmicity might be due to changes in
endogenous membrane properties and/or alterations in lumbar net-
works and descending pathways. In SOD1%*°® mice neuronal abnor-
malities are not limited to the spinal cord but also involve the brainstem
(Bruijn et al., 1997, 1998). Alterations or a delayed maturation of
supraspinal descending pathways could be implicated in the lumbar
network hypoexcitability. Studies on SOD1%%** mouse model of ALS
demonstrated that supraspinal motor structures controlling the spinal
cord are concerned by the disease prior to clinical onset (Azzouz et al.,
1999; Zang & Cheema, 2002). Moreover, in this model, changes in
excitability of presymptomatic SOD19%** spinal motoneurons have
been observed in culture (Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004). It will be
important to determine in SODI®®**® pups whether changes in
excitability of spinal motoneurons occur as early as the postnatal
developmental period. Further investigations are needed to detect
functional differences in the second postnatal week, when mice begin to
weight-bear and walk, in order to evaluate the impact of early plasticity
on the developing motor system of these transgenic mice. Compen-
satory mechanisms may develop and partly explain the progressive
degeneration and the late onset of the disease.

Activation of the sacral networks (S1-S3) by NMA and 5-HT
showed that these non-limb innervating segments have an intrinsic
rhythmogenic capacity that can be used to elicit rhythmic tail
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movements (Lev-Tov & Delvolve, 2000). Our results showed that
NMA and 5-HT induced similar rhythmic activities in all sacral roots
recorded from WT and SOD1%%® mice. The fact that the tail is not
affected by paralysis at latter stage suggests that, in this mouse model of
ALS, the sacral segments are spared by the degeneration. Thus, the
early abnormalities would be present only in lumbar segments (at least
L3-L6) where motor neurons degenerate massively during the disease.
In humans with ALS, Onuf’s nucleus is preserved and the functions of
bladder and pelvic sphincters are often intact until the latest stage of the
illness. A study on SOD19%** mice showed that nuclei homologous to
Onuf’s nucleus are spared by the degeneration (Hamson et al., 2002).

The differences in sensorimotor maturation between WT and
SOD19¥® mice described both in vivo and in vitro can be directly
linked to the expression of mutant SODI1*® subunits. Taken
together, our results suggest that the motor impairments observed
during the first postnatal week are linked to the clinical phenotype
which may start earlier in SOD1%%® mice than generally recognized.
These early abnormalities could be considered the first preclinical
signs in this mouse model of ALS. Furthermore, the question was
addressed whether mutant SOD1 motoneurons are already affected
during embryonic development (Raoul et al., 2002). Determining the
mechanisms underlying these motor alterations will be important for
our understanding of the pathogenesis of ALS and for planning future
therapeutic strategies.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis is a lethal, adult-onset disease characterized by progressive degeneration of motoneurons. Recent data
have suggested that the disease could be linked to abnormal development of the motor nervous system. Therefore, we investigated
the electrical properties of lumbar motoneurons in an in-vitro neonatal spinal cord preparation isolated from SOD1%85% mice, which is
a transgenic model of amyotrophic lateral sclerosis. The study was performed on young animals at the beginning of their second
week, between postnatal days 6 and 10. Measurements of resting membrane potential and action potential characteristics of
motoneurons were similar in wild-type and SOD1%85% mice. However, the input resistance of motoneurons from transgenic mice was
significantly lower than that of wild-type animals, whereas their membrane capacitance was increased, strongly suggesting larger
SOD1%8" motoneurons. Furthermore, the slope of the frequency—intensity curve was steeper in motoneurons from wild-type pups.
Interestingly, the input resistance as well as the slope of the frequency—intensity curves of other spinal neurons did not show such
differences. Finally, the amplitude of dorsal root-evoked potentials following high-intensity stimulation was significantly smaller in
SOD1%8" motoneurons. The superoxide dismutase 1 mutation thus induces specific alterations of the functional properties of

motoneurons early in development.

Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), initially described by Charcot
(1865), is an adult onset and fatal neurodegenerative disease. It
induces a selective loss of motoneurons that initiates a progressive
paralysis of skeletal musculature. In 90% of cases, no apparent genetic
link has been determined (sporadic cases) whereas in 10% of cases,
ALS is inherited in a dominant manner (familial cases). Sporadic and
familial forms of the disease are clinically indistinguishable. Mutation
of Cu/Zn-superoxide dismutase 1 (SODI1) is one proven cause of
familial ALS (Rosen et al., 1993; Gurney et al., 1994). Although more
than 110 mutations in the SOD1 gene are known to be responsible for
ALS, only a subset of familial ALS cases is related to dominant mis-
sense mutations of the SOD1 gene. Transgenic mouse models of ALS
are very useful to study the initial mechanisms underlying this
neurodegenerative disease (Cleveland & Rothstein, 2001; Bruijn ez al.,
2004).

Early behavioral alterations were described in 8-week-old trans-
genic mice expressing the mutated human protein SOD1%%3* (Wooley
et al., 2005). Abnormal walking gait and increased stride length were
observed using treadmill testing. In another transgenic mouse model
(SOD19%R) behavioral tests showed a delayed development of
certain reflex responses (Amendola et al., 2004; Durand et al., 2006).
Furthermore, the lumbar spinal network from SOD1%*°® mice was not
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activated by pharmacological agents that induce rhythmic motor
activity in wild-type (WT) mice during the first postnatal week
(Amendola et al., 2004). It was suggested that this hypoexcitability
could be due to changes in endogenous membrane properties of the
motoneurons and spinal neurons or to alterations in spinal synaptic
connectivity. Recent evidence indicates an increased ratio of inhibitory
to excitatory synapses contacting motoneurons in organotypic slice
cultures obtained from embryonic spinal cords of SOD19** mice
(Avossa et al., 2006). A reduction of cholinergic synaptic contacts was
also described in the lumbar spinal cord from adult SOD19** mice
(Schutz, 2005). Conversely, an intrinsic hyperexcitability of mutant
SOD19%** spinal motoneurons was found in culture and in organo-
typic slice cultures (Pieri et al., 2003; Kuo et al, 2004, 2005).
However, as the cells were not recorded from until they had been
cultured for several weeks, it is not known whether this hyperexcit-
ability may have taken place earlier during their development.

The aim of the present work was to find out whether the electrical
properties of motoneurons in SOD1%°R mutant mice are different
from those of WT mice during the early phases of postnatal
development. We used an in-vitro spinal cord preparation to study
antidromically identified lumbar motoneurons during the postnatal
period [postnatal days (P)6—10] when pups progressively stop
crawling and begin to bear weight. The slope of the current
intensity—voltage relationship (i.e. the input resistance Rj,), action
potential (AP) characteristics and the gain of the frequency vs.
intensity of injected current relation [frequency—intensity (F-I) curve]
of SOD1°®® motoneurons were compared with those of WT
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motoneurons. Dorsal root-evoked postsynaptic potentials (PSPs) were
also recorded in order to evaluate whether an alteration of synaptic
transmission has already occurred in this early period. Some of the
results have been published in abstract form (Bories ez al., 2004).

Materials and methods
Transgenic mice

The SOD193® transgenic mice (line 148, Bruijn et al., 1997) were
generously provided by U382 INSERM-Marseille (with agreement of
the Ludwig Institute for Cancer Research, San Diego, CA, USA).
These transgenic mice were initially backcrossed to C57BL/6J (WT)
for eight generations. The mice were then bred as homozygous
transgenics in our laboratory. The C57BL/6J (WT) strain was used as
control. The same length of gestation was observed for WT and
SOD19%® mice. PO was defined as the first 24 h after birth.

Surgical procedures

The experiments were performed on the isolated brainstem spinal cord
preparation of neonate mice at P6-P10. All surgical and experimental
procedures were in conformity with the European Communities
council directive (86/609/EEC) and COPE (CNRS). Pups were
anesthetized by hypothermia. They were then decerebrated at a
postcollicular level, eviscerated and pinned to a Petri dish. Dorsal
craniotomy and laminectomy were performed, allowing the spinal
cord and brainstem to be removed, placed in a recording chamber, and
perfused with an artificial cerebrospinal fluid containing (in mm):
NaCl, 130; KCl, 4; MgCl,, 1.2; CaCl,, 4; NaH,PO,, 1; NaHCO3, 25;
glucose, 30; oxygenated with a 95% 0,/5% CO, mixture, adjusted to
pH 7.4. The temperature of the bath solution was kept at 24 °C by a
servo-controller (Harvard TC-202A).

Electrophysiology

Monopolar stainless steel electrodes were placed in contact with the
ventral and dorsal roots of the LS segment and insulated with
petroleum jelly for recording (bandwidth 0.07—1 kHz) or stimulation
using an isolation unit (Isoflex; AMPI, Jerusalem, Israel). Extracel-
lular potentials were amplified (gain X 10 000) and digitized at
10 kHz (digidata 1322, Axon Instruments, CLAMPEX 9.0 software).
Micropipettes for intracellular recording were made from 1.2-mm
filament glass (Clark Instruments) using a pipette puller (model
P-97, Sutter Instruments). Electrodes were filled with 2 M
potassium acetate and their resistances ranged between 80 and
130 MQ.

At the level of the fifth ventral root entry, the pia was carefully
removed medially with very fine forceps under binocular control to
allow microelectrode penetration. It is not excluded that such
procedure may have cut some motor axons. Motoneurons were
impaled at a depth of 150-450 um from the ventral cord surface
corresponding to the fifth lumbar segment with an angle of 30-45°
using a Narishige three-dimensional hydraulic manipulator. Dorsal
root-evoked reflexes were used to control the state of the preparation
throughout the experiment.

Intracellular potentials were recorded with an Axoclamp-2B
amplifier in current clamp (bridge or discontinuous-current-clamp
modes) and digitized at 10 kHz by an A/D converter (Digidata 1322,
Axon Instruments). CLAMPEX and CLAMPAIT 9.0 were used to acquire,
save and analyse the data on a computer. The motoneurons were

identified by their antidromic AP (see Fig. 2) evoked by the electrical
stimulation of the cut fifth lumbar ventral root (L5). The L5 ventral
root was chosen because it contains fewer pools of motoneurons (thus
less heterogeneous populations) compared with L1-L4 lumbar roots in
the mouse (McHanwell & Biscoe, 1981). Some motoneurons were
identified by their orthodromic AP recorded on the ventral root during
repetitive firing (see Fig. 3). The other neurons, not identified as
motoneurons, will hereafter be called spinal neurons. This population
may well have included a few motoneurons that were neither
identified by antidromic stimulation nor by recording the centrifugal
AP on the ventral root.

The intensity—voltage relationship was established by computing
the voltage deviations in the last 50 ms of a 350-ms test pulse (—0.4 to
0.4 nA). No sag was observed in this range of current intensity. The
rheobase current was determined as the minimal current intensity
needed to evoke an AP during the intracellular injection of pulses that
were performed to compute the F-I curve. The F-I relationship was
computed by calculating the mean steady-state firing frequency during
the last 500 ms of test pulses lasting up to 800 ms. The voltage
threshold of the AP was measured when the motoneuron fired its first
AP. The AP amplitude and duration were measured on both the
antidromic AP and that evoked by direct intracellular current injection.
Only the motoneurons with an overshooting AP and amplitude greater
than 55 mV were kept for analysis. The after-hyperpolarization (AHP)
consecutive to the orthodromic AP was thus studied during the F-I
protocols or during the intensity—voltage curve measurement when the
motoneuron fired (see Fig. 1A).

The F-I relationship proved linear along the explored ranges of
injected current (see Fig. 3C). The upper limit of the investigated
range of injected current was set to ensure stability of the recording.
No secondary range was observed. One motoneuron was found to fire
at the lowest intensity of injected current and its threshold for
repetitive firing was thus not determined.

The first two membrane time constants T, and T, were measured
during the relaxation of the voltage after the depolarizing pulses
elicited to measure the F-I relationship. Only subthreshold steps were
analysed to limit measurements to passive conditions. Only 10 cells
out of 27 WT and 13 out of 31 SOD1°*® were kept as they gave
consistent results during the relaxation from different levels of
potentials. The membrane capacitance of the motoneuron and the
electrotonic length of an equivalent cylindrical dendrite were estima-
ted, respectively, as C,, = T/Ry, and L = 1/ ((t,/T1) — 1)1/ 2 (Rall,
1969).

Afferent synaptic potentials were evoked in lumbar L5 motoneurons
by electrical stimulation of the corresponding ipsilateral L5 dorsal root
(single shock, 300 ps; 3—15 pA at 0.05 Hz). In all cases, the threshold
responses to peripheral stimulation were obtained for intensities in the
range 3.5-5 pA. The PSPs were evoked at increasing intensity
stimulation up to the AP threshold.

Statistical analysis

Developmental changes are likely to occur during the time period that
we investigated (P6-P10). We therefore checked that the age
distribution of the pups was not different between the WT and
SOD1%¥R py dividing the data in two subgroups (P6-P7 and P8—
P10). The number of recorded motoneurons in these subgroups was
similar for the two samples (Fisher exact test, P > 0.05). Hence, the
differences observed between the motoneurons of the two groups can
be ascribed to the disease and not to the development of the pups at
that age. Differences in the measured parameters between the two
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FIG. 1. The input resistance (R;,) of lumbar motoneurons from SOD1%¥°}

postnatal mice was lower than that measured in motoneurons from wild-type (WT) mice.

(A) Voltage deflections (upper traces) elicited by a series of small steps of current (0.4 to +0.4 nA, lower traces) injected through the microelectrode to construct the
intensity—voltage (I-V) curve in two motoneurons (WT and SOD19%%%). Only a few traces derived from current steps of 0.05 nA are illustrated in both examples. Note
the small amplitudes of the depolarizations in the SOD1°%*3® motoneuron compared with WT (same scale). The WT motoneuron with the highest R;,, from the sample
was chosen to illustrate the difference; it fired an action potential following current injection of +0.4 nA, whereas the SOD1%**® motoneuron was far from reaching the
voltage threshold for spiking. (B) -V relationships of the two motoneurons shown in A. (C) Histograms of mean input resistances of the motoneurons (n = 58) and
neurons (7 = 55) of SOD19%°® and WT mice. The difference between the mean input resistance of the motoneurons from the two groups was highly significant

(unpaired #-test and permutation with general scores exact test, P = 0.003), whereas the spinal neurons of the two groups have a similar input resistance (P = 0.27).

(D) Scatter plot of input resistances measured in lumbar motoneurons from WT (open circles, n = 27) and SOD1°

SR preparations (filled circles, n = 31). The mean

values of the two groups are drawn with continuous (SOD1%°®, R, = 23.8 + 2.2 MQ) and dashed (WT, R;, = 33.3 £ 2.1 MQ) lines. ***P < 0.005.

groups were tested using non-parametric exact tests (permutation with
general scores test) or the non-parametric Mann—Whitney U-test.
When the median of the sample was close to its mean value (for R;,
and the slopes), we also used an unpaired z-test. The r-tests gave
results identical to the exact tests. In all tests, P < 0.05 was considered
significant. The results are expressed as mean + SEM. All statistical
differences were tested using STATXACT 7.0 software (Cytel Inc.,
Cambridge, MA, USA).

Results

Intracellular recordings were performed from 58 lumbar motoneurons
(WT, n = 27, N = 7 mice; SOD19¥® = 31, N = 8 mice) and 55
spinal neurons that were recorded in the motor pool (WT, n = 26,
N = 12 mice; SOD19*® 5 = 29, N = 14 mice).

Input resistance

The motoneurons of WT and SOD19%°® mice had similar resting
membrane potentials (Table 1). However, the mean R;, of SOD1%%}

motoneurons was lower than that of WT (P = 0.003; Fig. 1). The R;,
was measured using protocols as illustrated in Fig. 1A. These two
examples (WT and SOD19%°®) of voltage deflections are shown in
response to identical current pulse injections. The corresponding plots
of the intensity—voltage relationship for the two motoneurons are
illustrated in Fig. 1B. The difference in the mean R;,, as shown by the
histograms in Fig. 1C, strongly suggests that the motoneurons
are already deeply affected by the mutation at age P6-P10. It should
be noted that the lower average value of the R;, of motoneurons from
SOD19%R mice did not reflect a shift of the R, of all of the
motoneurons but a differential effect on the subpopulations of
motoneurons with low Rj,. This is illustrated by the scatter plot of
the R, in Fig. 1D. Only one motoneuron from the WT animals had an
R;, lower than 15 MQ compared with 26% (8/31) of the motoneurons
from the SOD19%°® animals. The number of motoneurons with high
R, (higher than 40 MQ) was similar in the two groups (SOD1%R,
6/31; WT, 9/27). We then measured the membrane time constants of
the WT and SOD1°®®R motoneurons (t,, and 1, see Table 1). No
difference was found between the two groups of motoneurons,
suggesting that a change of membrane surface, not of membrane
resistivity, is responsible for the decrease of R;,. Accordingly, the
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TABLE 1. Motoneuron electrical properties

WT SOD19%®
Viest (mV) -643 £ 1.1 -649+1.3
R, MQ) 333 +2.1 23.8 £ 2.2%%*
Cells (n) 27 3D
Anti AP (mV) 714 +19 72.1 £ 1.5
Half-width (ms) 1.3 +£0.04 1.2+0.1
Time to peak (ms) 1.4 +£0.1 1.2+£0.1

Cells (n) (22) (18)

Ortho AP (mV) 569 £ 1.8 534+£15
Half-width (ms) 1.0 £ 0.04 1.1 £0.04
Time to peak (ms) 1.1 £0.04 1.1 £0.1
AHP (mV) 9.2 +0.5 9.7+0.7
AHP duration (ms) 142 + 10 150 +9
AHP 1/2 duration (ms) 64 + 6 72+5

Cells (n) 21 22)

Rheobase (nA) 1.1 £0.1 1.6 £ 0.2*
Threshold (mV) -451+09 -45.1 £ 0.8
Slope (Hz/nA) 184 +2.0 13.2 £ 0.9*%
Inax (NA) 24+£03 34 +£03*
Jfmax (Hz) 363 £33 348 £2.8
Cells (n) (15) 17)

Ty (MS) 10.6 £ 1.7 9.7+ 1.0
T; (ms) 1.2+0.1 14+£0.2
Cm (pF) 316 + 34 551 £ 97*
L) 1.2+0.1 1.2+0.1
Cells (n) (10) (13)

Viest» TESting potential; R;,, input resistance; anti and ortho AP, amplitude of
antidromic and orthodromic action potentials, respectively; half-width,
measured as the time (ms) spent by the membrane potential above 50% of the
total amplitude of the action potential; time to peak, measured as the time
needed for the potential to deviate from 5 to 95% of the total amplitude;
AHP, postspike after-hyperpolarization amplitude, duration and half duration;
rheobase, lowest intensity of current injected through the electrode to con-
struct the frequency—intensity (F-I) curve eliciting an action potential was
used as the criterion for rheobase current (nA) measurements; threshold,
voltage threshold measured at the foot of the orthodromic action potential;
slope, slope of the steady-state F-I curves; I,.x, maximal current injected
through the microelectrode to obtain the maximal steady-state frequency; fiax,
maximal steady-state frequency; T, and t;, membrane time constants; Cp,,
membrane capacitance; L, electrotonic length; », number of cells; WT, wild-
type. All values are means £ SEM. *P < 0.05, ***P < 0.005.

capacitance of the motoneurons was higher in SOD19*°® than in WT
mice (P = 0.04; Table 1) and the estimated electrotonic lengths were
similar (Table 1).

As a developmental change may occur during this postnatal period
(P6-P10), we divided the data into two equal-sized age groups
corresponding to P6-P7 and P8-P10. No statistical difference was
found between the R;, of the motoneurons in the first group (P6-P7;
WT, 30.8 +£2.5 MQ, n = 17; SODI®®R 255+ 2.6 MQ, n = 22).
In the second group (P8—P10), however, the R;, of the motoneurons
exhibited a large difference that was highly significant (WT, 37.6 +
3.4 MQ, n = 10; SODI®®R 19.5 + 3.9 MQ, n = 9; P = 0.003).

No differences of resting membrane potential (WT, —63.3 +
20mV, n =26, N=12; SODI°®F -63.0+1.5mV, n =29,
N =14) or Ry, (WT, 57.2 £ 7.7 MQ, n = 26; SODI®R 46,0 +
6.6 MQ, n=129; P=0.27) were observed between the spinal
neurons from the two groups of animals (Fig. 1D). The mean R;, of
the spinal neurons was almost twice that of the motoneurons.

As expected from their lower R;,, the mean rheobase current of
motoneurons from SOD1%°® mice was higher compared with that
obtained in motoneurons from WT mice (Table 1). The spinal neurons
did not show such a difference in rheobase current (WT, 1.6 + 0.3 nA,
n = 10; SODI1®® 1.8 + 0.4 nA, n = 10; P = 0.41).

Action potential and after-hyperpolarization characteristics

Action potential shape was previously found to be different in
motoneurons cultured from control (overexpressing the non-mutated
human SOD1 protein) and SOD19%** embryos (Pieri ef al., 2003). In
this study, the duration and falling phase of the AP were significantly
shorter in the transgenic cells in culture. In two subsequent studies
(Kuo et al., 2004, 2005), no differences were found in amplitude and
duration of the AP measured in cultures from neonatal motoneurons.
We therefore measured the AP characteristics to assess whether the AP
was similar in motoneurons from the developing animals.

Measurements were made from antidromic and orthodromic APs.
All measured characteristics of APs were indistinguishable between
the motoneurons from SOD19%°® and WT mice (see in Table 1). The
voltage threshold for the orthodromic AP was similar in motoneurons
from WT and SOD1%®*® mijce (Table 1). This is in agreement with
studies in organotypic cultures from neonates and embryonic tissues
(Kuo et al., 2004, 2005), where no difference in the voltage threshold
for AP was reported between control and SOD19%*# cell cultures.
Examples of responses to antidromic and orthodromic stimulations of
WT motoneurons are shown in Fig. 2. In about one-third of the
motoneurons, depolarizing potentials were clearly evident following
subthreshold antidromic stimulation of the L5 ventral root (Fig. 2A)
and they contaminated the AHP of evoked impulses (Fig. 2B),
thereby precluding accurate determination of AHP duration. These
depolarizing synaptic potentials were blocked by 1 puM strychnine
(n = 2), indicating Renshaw cell activation (Eccles et al, 1954).
Therefore, the characteristics of the postspike AHP were only
measured following the orthodromic AP elicited during the long
depolarizing steps of the F-I protocols (Fig. 2C and D). No
differences in AHP characteristics were found between the two
groups of motoneurons (see Table 1).

Input—output relationship

The firing rate of motoneurons was previously shown to be higher in
cultures from SOD19%* transgenic animals than in control mice (Pieri
et al., 2003; Kuo et al., 2004). In a later study, the hyperexcitability
was demonstrated for the cells with low R;, (Kuo et al, 2005). We
therefore analysed the steady-state firing properties of the motoneu-
rons from WT and SOD1%%*® mice to assess if such differences were
present in the developing animals. The same proportion (about 80%)
of motoneurons from WT and SOD1%*R animals were able to sustain
repetitive firing in response to long pulses of depolarizing current.
Examples of responses obtained in two motoneurons are illustrated in
Fig. 3 (WT in A and SOD1°®*® in B). Initiation of repetitive firing
required substantially higher current intensities in motoneurons from
the SOD19%°® animals (1.74 + 0.3 nA, n = 16) compared with
motoneurons from WT animals (1.2 = 0.2 nA, n = 15). This differ-
ence is in line with the lower R;, of motoneurons from the SOD1%%}
animals. The slope of the F-I relationship of the SOD1%®®
motoneurons was lower than the slope of the F-I curves in WT
motoneurons (P = 0.014; Fig. 3D). Despite these differences, the
maximum firing frequency was similar for the motoneurons from the
SOD19%°® and WT animals (Table 1).

We also subdivided the age group into two groups of equivalent
sizes for the WT and SOD19%°R mice (P6-7 and P8-10). This showed
that the gain of the motoneurons was already different in the young
animals (WT, 20.1+2.5Hz/nA, n=11; SODI®®® 127+
0.8 Hz/nA, n = 12; P = 0.0045), whereas no difference was found
in the older mice (WT, 14.5 + 2.1 Hz/nA, n = 4; SOD19%°%  13.8 +
1.3 Hz/nA, n = 4; P = 0.8).
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FIG. 2. Antidromic and orthodromic action potentials (APs) in mouse lumbar motoneurons. (A) Subthreshold stimulation of the cut ventral root elicited a synaptic
potential in the motoneuron. Bath application of strychnine (1 puMm) eliminated the synaptic potential. Such recurrent potentials were depolarizing and were observed
in about 30% of the motoneurons of both wild-type (WT) and SOD19**® animals. This percentage may be underestimated in both cases as we did not systematically
analyse their occurrence at various membrane potentials to reveal the reversal potential for CI'. (B) The supra-liminar stimulation of the ventral root elicited an
antidromic AP that can be recorded in the soma by the intracellular electrode at a latency of 0.75-3.8 ms (the peripheral conduction delay depending on both the
axonal conduction velocity and the distance between the wire electrode and cord). Same scale for A and B. (C) The first AP elicited in the series of long-lasting
depolarizing pulses was taken as a representative orthodromic AP for characteristic measurements (see Table 1). (D) The orthodromic AP obtained by direct
intracellular stimulation (enlargement of the shaded area in C) is shown at the same scale as B to emphasize the differences in AP amplitude and after-
hyperpolarization characteristics in comparison with antidromic conditions. In both cases, the different parameters have been compared between WT and SOD19%5%

motoneurons (see Table 1).

The spinal neurons showed no difference in the slope of the
F-1 curve (WT, 15.4+2.6 Hz/nA, n=8; SODI®®R 178+
2.4 Hz/nA, n = 10; P = 0.49; Fig. 3D).

Dorsal root-evoked potentials

Sensory PSPs (mixed inhibitory and excitatory) were evoked in
antidromically identified motoneurons by electrical stimulation of the
corresponding L5 dorsal root. The current intensities (3.5-5 pA) for
PSP production were similar for both groups (WT, n = 22;
SODI1%®R ;= 18) and no significant differences in the dorsal
root-evoked PSP characteristics (amplitude, time to peak, half-width
and duration) were found between motoneurons when using low-
intensity stimuli (Fig. 4A, B, D and E; Table 2).

However, higher stimulus intensities (> 1.3 X threshold), up to the
threshold for orthodromic AP generation, elicited PSPs with signifi-
cantly lower amplitudes in SOD19%°® motoneurons (Fig. 4F and
Table 2).

Discussion

Our results show for the first time that abnormalities in the electrical
properties of motoneurons from SOD1 transgenic mice occur during
the postnatal period. These abnormalities were not observed between
the other spinal neurons.

Input resistance of developing mice motoneurons

A possible explanation for the lower R;, in motoneurons from
SOD1%%R animals is that they are larger than motoneurons from WT
animals. This hypothesis is supported by the measurements of
membrane time constants, which are identical in the two groups of
motoneurons. As a consequence of the surface increase, the membrane
capacitance of SOD1°*® motoneurons proved to be higher than in the
WT animals. Finally, the first equilibration time constant (t;) was
similar in both groups of motoneurons. Accordingly, the estimated
electrotonic lengths were similar, suggesting that the surface increase
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FIG. 3. The slope of the frequency—intensity (F—I) relationship in lumbar motoneurons from SOD1%3® postnatal mice was lower than that obtained in motoneurons

from wild-type (WT) mice. (A and B) The upper trace shows the potential recorded from a wire electrode in contact with the LS ventral root. The action potentials
elicited by the current injection in the soma can be observed at the periphery, thereby confirming the identification of the motoneuron. Lower traces: voltage deflections
obtained from WT (A) and SOD19%5® (B) postnatal day 7 motoneurons in response to injected pulses at three different current intensities. Note that the current evoking
discharge firing in the WT motoneuron was lower than that needed for the SOD1%**® motoneuron. Same scale for A and B; 20 mV and 200 ms. (C) Steady-state F—I
curves of the two motoneurons shown in A and B (WT, open circles; SOD1%°R  filled circles). The instantaneous frequency of firing was averaged during the last
500 ms of the current pulse to construct the steady-state F-I curve. (D) Histograms of the slopes of the F-I relationships of the motoneurons (n = 32) and spinal
neurons (7 = 20). No difference was observed between the spinal neurons of WT and SOD19%°® groups whereas the slope of the F—I relationship of the SOD19%°®
motoneurons (13.2 + 0.9 Hz/nA; n = 17) was less than that of the WT motoneurons (18.4 + 2.0 Hz/nA, n = 15, P = 0.02). *P < 0.05.

of motoneurons from SOD19*°® animals is likely to be due either to a to exhibit a difference similar to the early symptom described in the
larger soma or to a higher number of dendritic branches but not to an present study. Another explanation would lie in the fact that we have
increased length of the dendrites. The morphology of these developing not observed any difference between the spinal neurons of the two
motoneurons is currently under investigation in this laboratory. groups. Hence if the recordings of neurons in organotypic cultures

Three preceding studies, based on cultured cells from SOD1%%34 incorporated too many such neurons, no difference could have been

embryos or neonate mice, did not report such a difference in R;, observed.

between the two animal types (Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004, Recent data show that the fast fatiguable motoneurons are first
2005). This may be due to the culture conditions that do not allow affected in both SOD19%** and SOD1°*® mice models (Pun et al.,
neurons to grow normally or to the length of time that the tissues were 2006), whereas the slow motoneurons (with the highest R;;,) not only
maintained in culture. It is possible that cultured tissues are too mature resist the disease but reinnervate the fast muscle fibers (sprouting). Our
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FIG. 4. Dorsal root-evoked postsynaptic potentials (PSPs) in wild-type (WT) and SOD1%¥® motoneurons. (A—C) Responses evoked at increasing intensity
stimulation applied to the ipsilateral L5 dorsal root in a postnatal day (P)9 WT motoneuron (£, = —67 mV). Note the large amplitude of the synaptic potential at
1.35 x threshold (T). (D-F) Responses evoked at increasing intensity stimulation applied to the ipsilateral L5 dorsal root in a P9 SOD19%® motoneuron
(Em = =61 mV). Note the smaller PSP in the SOD1°%°® motoneuron (at 1.4 x T) in F compared with that obtained at 1.35x T in the WT motoneurons in C. Five

averaged traces for each PSP. Same calibration for all of the records in F.

TABLE 2. Dorsal root-evoked synaptic potential characteristics

Low stimulus intensity (< 1.3 x T)

1.3 X T < stimulus intensity < 5 x T

WT SOD16%R

WT SOD19%R

Amplitude (mV)
Time to peak (ms)
Half-width (ms) 31 £27 (4.6-114)
Duration (ms) 165 £ 113 (55-2000)
Motoneurons (7) 22) (18)

595+ 1.3 (3.4-15)
44 +4.6(1.627)

42 + 1.9 (1.56-13.6)
6.2 + 3.1 (1.6-25)
21 + 15 (6.45-154)
93 + 66 (40-2900)

18 + 3 (7.5-25)
5.3 +£2.5 (1.46-28)
90 + 40 (5.8-213) 57 + 15 (7.4-950)

1200 + 486 (120-2500) 915 + 1101 (120-9000)
(17) (16)

152 + 5.4 (6.2-21)*
33+ 1.4 (1.44-35.7)

Postsynaptic potentials (PSPs) evoked in motoneurons by stimulation of the LS dorsal root; threshold for PSP production (< 1.3 x T); threshold for orthodromic
action potential generation (between 1.3 x Tand 5 x T). *P = 0.035, permutation with general scores test. Values are median + quartile (with range in parentheses).

WT, wild-type.

data also suggest that the motoneurons were impaired in a selective
way by the mutation at this early stage of the disease, the motoneurons
with a low R;, being affected in the transgenic animals whereas those
with a high R;, seem to be spared.

Action potential characteristics; frequency—intensity relationship

The AP characteristics were similar in the motoneurons from the two
groups of mice. Furthermore, the change of rheobase strictly
compensates for the change of R;,, thereby indicating that triggering
of an AP in the motoneurons is primarily determined by the (same)
voltage threshold. These observations suggest that the voltage-
dependent properties of the motoneurons responsible for AP genera-
tion are not altered by the mutation.

The difference in R;, between the two groups of motoneurons cannot
account for the steepness of their F—I relation as, in the youngest
animals, no change in R;,, was detectable although a less steep slope was
already measured. The slope of the F-I curve of an ‘integrate and fire’
neuron with AHP does not depend on the neuron’s capacitance but on its
time constant (Meunier & Borejsza, 2005). The membrane time
constants of the WT and SOD1%®® motoneurons were identical.
Therefore, the size increase of motoneurons from mutant animals should
not directly influence the slope of their F-I curve.

The amplitude of the AHP is determined by the balance between
AHP and leak conductances. The similar AHP amplitudes despite a
large difference in R;, thus suggest a constant ratio of AHP to leak
conductances. The conductance sustaining the AHP should be
increased in the motoneurons of lower R, (in the SOD1%%°® mice).
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In these motoneurons, the mutation seems to alter the intimate
morphology of the motoneurons with a high functional consequence,
probably through a modification of the distribution of Ca*" and K*
channels responsible for the AHP, at a time when calcium channels
become functionally mature (Carlin et al., 2000). Again the difference
in the gain of the F-I curve was not observed between the spinal
neurons of the two groups.

Motoneuron specificity

The degeneration that occurs during ALS targets motoneurons with
relative precision as some motor nuclei are relatively spared by the
illness (the extra-ocular nuclei and the Onuf’s nucleus, see Bruijn
et al.,, 2004). Such specificity, observed in human patients, is also
present in the mouse model, as the bladder and pelvic motoneurons are
spared whereas other nuclei are drastically affected (Hamson et al.,
2002). A further indication of such specificity in the SOD1°%® mouse
is the fact that pharmacological activation of spinal rhythmic networks
is impaired at the lumbar level but unaffected in the sacral segments
(Amendola et al., 2004). We have now found that although the
electrical properties of lumbar motoneurons display abnormalities,
other non-identified spinal neurons do not. However, these neurons
were recorded close to the pool of motoneurons in the ventro-lateral
cord and we cannot exclude the possibility that changes in electrical
properties occurred in other populations of spinal neurons, such as
those located near the ventral commissure (Kullander et al., 2003;
Hinckley et al., 2005; Wilson et al., 2005).

Synaptic activation

The dorsal root-evoked synaptic potentials recorded in motoneurons
from WT animals were similar to those described in the spinal cord of
neonate mouse (Li & Burke, 2002) or rat lumbar motoneurons
(Seebach & Mendell, 1996). When using low stimulus intensity, no
significant differences in dorsal root-evoked PSP characteristics were
found between motoneurons from WT and SOD1%*°® mice. The early
part of dorsal root-evoked excitatory PSPs could be attributed to
monosynaptic activation, which mainly involves AMPA receptors
(Engberg et al., 1993; Pinco & Lev-Tov, 1993). This initial part was
not altered, suggesting that monosynaptic Ia excitation and AMPA
receptor-associated channels function normally in the SOD1°%°® pups.
However, the synaptic potentials at low intensity stimulation were
similar although R;, were different. This could indicate changes in
synaptic action as the same currents should produce lower voltage
potentials in motoneurons with lower resistances. Such synaptic
change may include different location of synapses, proliferation of
new terminals or growth of existing terminals.

Concerning polysynaptic activation using strong stimulus intensi-
ties, composite PSPs (mixed excitatory and inhibitory) were found to
be different between WT and SOD1®*R animals (see Table 2),
strongly suggesting that early alterations of the organization of spinal
motor circuitry might occur in the transgenic animals, long before
disease onset. We previously hypothesized early compensatory
mechanisms with possible reorganization of synaptic inputs (Amen-
dola et al., 2004; Durand et al., 2006). Our results are in accordance
with observations from organotypic spinal cord slice cultures showing
that the synaptic coverage of motoneurons was different between
slices from SOD19%3* mice and from control animals (Avossa et al.,
2006).

In conclusion, lumbar motoneurons from SOD mice do not
develop normally during the second postnatal week when mice start

1G85R

to bear weight and walk. The R;, of motoneurons becomes lower
and the membrane capacitance higher, strongly suggesting
morphological changes and synaptic re-organization of the spinal
inputs to motoneurons. Whether these developmental changes are
an adaptation of the nervous system to preserve the integrity of the
motor units remains to be determined. Peripheral denervation was
recently shown to be the predominant pathological feature of
motoneuron disease (Gould et al., 2006). However, these authors do
not exclude the possibility of a centrally initiated mechanism to
explain the denervation. Here, we show that motoneuron dysfunc-
tion appears centrally long before axonal degeneration (Bruijn
et al., 1997, 1998; Williamson & Cleveland, 1999; Pun et al.,
2006). These motoneuronal alterations, which are the earliest
described in an ALS model, may lead to perturbations of the
synapse tightening between nerve endings and muscles at a time
when polyneuronal innervation is still present (Buffelli et al., 2002;
Fields & Stevens-Graham, 2002; Hausmanowa-Petrusewicz &
Vrbova, 2005).
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ABSTRACT

Quantitative analysis of the dendritic arborizations of wild-type (WT) and superoxide
dismutase 1 (SOD1) postnatal mouse motoneurons was performed following intracellular
staining and 3D reconstructions with Neurolucida system. The population of lumbar mo-
toneurons was targeted in the caudal part of the L5 segment, and all labeled motoneurons
were located within the same ventrolateral pool. Despite the similar size of the soma and the
mean diameter of primary dendrites, the dendritic arborizations of the WT and SOD1
motoneurons showed significant differences in terms of their morphometric parameters. The
metric and topological parameters of dendrites show that the total dendritic length and
surface area and total number of segments, branching nodes, and tips per motoneuron were
significantly higher in SOD1 motoneurons. Our main finding concerns a proliferation of
dendritic branches starting at about 100 pm from the soma in the SOD1 motoneurons.
However, the longest and mean dendritic paths from soma to terminations were similar,
giving a comparable envelope of the dendritic fields. Indeed, the SOD1 motoneurons were
larger as a result of abnormal branching. The results suggest that a defect in pruning
mechanisms occurs during this developmental period. The abnormal growth of the dendritic
arborizations and the reduced excitability of postnatal SOD1 motoneurons could be a neu-
roprotective response and would represent an early compensatory mechanism against the

activity-induced toxicity. J. Comp. Neurol. 511:329-341, 2008.

© 2008 Wiley-Liss, Inc.

Indexing terms: ALS; dendrites; neurodegenerative disease; abnormal branching; spinal cord

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a human neuro-
degenerative disease characterized by a selective loss of
motor neurons in spinal cord, brainstem, and motor cor-
tex. Mutation of Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1) is
one proven cause of familial ALS (Rosen et al., 1993).
Although more than 130 mutations in the SOD1 gene are
known to be responsible for ALS, only a subset of familial
ALS cases is related to dominant missense mutations of
SOD1 gene. However, sporadic and familial forms of the
disease are clinically indistinguishable, suggesting that
they may share common mechanisms (Boillee et al., 2006;
Bruijn et al., 2004). Transgenic mice expressing a mutated
human SOD1 gene develop a motor neuron disease similar
to familial amyotrophic lateral sclerosis (FALS). The ini-
tial mechanisms underlying the progressive degeneration
of motoneurons and the disconnection between motor ax-
ons and muscular fibers can be studied in transgenic

© 2008 WILEY-LISS, INC.

mouse models of ALS (Boillee et al., 2006; Bruijn et al.,
2004; Gurney et al., 1994). Early abnormalities have been
described in motoneurons during embryonic and postnatal
periods (Bories et al., 2007; Durand et al., 2006; Kieran et
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al., 2005; Raoul et al., 2002). Slowing of retrograde axonal
transport was already present in motoneurons of
SOD1%9%4 mice during embryonic development (Kieran et
al., 2005). Both fast and slow axonal transports were
impaired in the ventral roots of these mice, coinciding
with the appearance of neurofilament inclusions and
vacuoles in the axons and perikarya of vulnerable mo-
toneurons (Zhang et al., 1997).

ALS lesions such as fragmentation of the Golgi appara-
tus and neurofilament (NF)-rich inclusions were observed
in surviving motoneurons (Boillee et al., 2006; Bruijn et
al., 2004; Julien, 2001). It was shown in legs-at-odd-angles
(Loa) mice that mutations in the motor protein dynein
were associated with axonal transport defects and mo-
toneuron degeneration (Kieran et al., 2005). We have also
detected early abnormalities during the maturation of
motor systems in the SOD1%%5® transgenic mouse model
(Amendola et al., 2004; Bories et al., 2007; Durand et al.,
2006). In particular, we have recently shown that the
mean input resistance of motoneurons from SOD1%85F
mice was lower than that of wild-type animals (WT),
whereas their membrane capacitance was increased, sug-
gesting larger SOD1%®°F motoneurons (Bories et al.,
2007). Here we sought to verify whether the size of these
SOD1 motoneurons was increased compared with WT
mice. For this purpose, we studied the morphology of the
reconstructed dendritic arborizations of both types and
analyzed their morphometric properties. We verified the
hypothesis that a modification of the size of motoneurons
can be an early sign of the pathology. Part of this work has
been published in abstract forms and in the proceedings of
an international symposium (Amendola et al., 2006,
2007a,b).

MATERIALS AND METHODS

All surgical and experimental procedures were in con-
formity with European Communities council directive 86/
609/EEC. The SOD1%%°R (line 148) transgenic mice
(Bruijn et al., 1997) were originally provided by U382
INSERM-Marseille with the agreement of the Ludwig In-
stitute for Cancer Research (San Diego, CA). In these
mice, expression of human SOD1 mutant with glycine
substituted for arginine at position 85 (SOD1%%°F) causes
motor neuron loss and rapidly progressing disease, with-
out change in SOD1 activity (Bruijn et al., 1997, 1998).
These transgenic mice were initially back-crossed to
C57BL/6J animals for eight generations. The mice were
then bred as homozygotous transgenics in our laboratory.
The WT C57BL/6J was used as control. The same length of
gestation was observed for WT and SOD1%%5% mijce. PO
was defined as the first 24 hours after birth. The experi-
ments were performed on the isolated brainstem-spinal
cord preparation of neonate mice between P4 and P9.
Motoneurons were intracellularly recorded and stained
through sharp micropipettes in in vitro brainstem-spinal
cord preparations isolated from postnatal WT and
SOD1%8%% mice.

Surgical procedures

Some of the experimental procedures were described
previously (Amendola et al., 2004; Bories et al., 2007).
Briefly, pups were anesthetized by hypothermia, decere-
brated at a postcollicular level, eviscerated, and pinned to
a Sylgard-coated Petri dish. Dorsal craniotomy and lami-
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nectomy were performed, allowing for the spinal cord and
brainstem to be removed, placed in a recording chamber,
and superfused (10 ml/minute) with an artificial cerebro-
spinal (ACSF) fluid containing (in mM): NaCl, 130; KCl, 4;
MgClL,, 1.2; CaCl,, 2; NaH,PO,, 1, NaHCO,, 25; glucose,
30; oxygenated with a 95% 0,/5% CO, mixture and ad-
justed to pH 7.4. The temperature of the bath was kept at
24°C by a servo-controlled Peltier device (Harvard TC-
202A). The preparation was allowed to equilibrate for a
minimum of 1 hour before recordings started. Monopolar
stainless-steel electrodes were placed in contact with the
cut fifth lumbar (LL5) ventral and dorsal roots and insu-
lated with Vaseline for recording and stimulation.

Retrograde labeling of the motoneuron
pools

To characterize the distribution of the motoneurons in
the L5 segment, back-labeling was performed in four ex-
periments (two WT and two SOD1 mice). Crystals of rho-
damine dextran (Molecular Probes, Eugene, OR) were ap-
plied on the cut L5 ventral root, and the preparation was
protected from light and kept in the recording chamber for
several hours to allow retrograde transport. Then, the
spinal cord was immersed in fixative (4% paraformalde-
hyde) overnight at 4°C, and the blocks were cut in the
transverse plane at 75 pm thickness. Staining was visu-
alized with an Olympus confocal microscope (excitation
light for rhodamine: 543nm) and Fluoview 4.1 software.

Intracellular recordings and staining

To allow microelectrode penetration, the pia was care-
fully removed medially to L5 ventral root entry, using very
fine forceps under binocular control. Micropipettes for in-
tracellular recordings were made from 1.2-mm filament
glass (Clark Instruments) using a pipette puller (model
P-97; Sutter Instruments). Electrodes were filled with 2 M
potassium acetate containing 2% Neurobiotin (Vector,
Burlingame, CA), and their resistances ranged between
80 and 130 M. The microelectrode was positioned to
penetrate the L5 spinal segment with an angle of 30—-45°
and advanced in the tissue using a Narishige three-
dimensional hydraulic microdrive. Motoneurons were im-
paled at a depth of 150—-450 pm from the ventral cord
surface corresponding to the caudal part of the fifth lum-
bar segment. Thus, motoneuronal pools of the intrinsic
musculature of the foot were particularly targeted
(McHanwell and Biscoe, 1981). Motoneurons were identi-
fied by their antidromic action potential evoked following
the electrical stimulation of the cut ventral root L5 as
described previously (Bories et al., 2007). The motoneu-
rons were stained using positive current pulses (duration
150 msec, current intensity 1-4 nA, frequency 3.3 Hz)
applied for 10—12 minutes.

Histological procedures

One to two hours after labeling of the motoneuron, the
spinal cord was immersed in fixative (4% paraformalde-
hyde) overnight at 4°C, and the blocks were then rinsed
with PBS (pH 7.4). Each block was placed on a sliding
microtome (Microm HM 650V) and cut in the transverse
plane at 75 pm thickness. Sections were mounted on
slides and air dried overnight. Neurobiotin was visualized
using a standard avidin-HRP-diaminobenzidine staining
procedure. The labeled motoneurons were reconstructed
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from serial sections (75 pm thick) first on a Zeiss micro-
scope equipped with camera lucida attachment and then
on a Nikon microscope equipped with a computer-
interfaced motorized stage and z-axis optical encoder us-
ing Neurolucida software. The Nikon microscope was
equipped with a X20 dry objective and a numerical zoom
X3 (final magnification X60). Shrinkage in section thick-
ness was estimated by measuring the distance between
the dendritic tips observed at the top and the bottom of the
histological section containing the cell body and the two
adjacent sections. This value was divided by the original
thickness of the section giving the shrinkage factor. In
most of the cases, a factor of 0.3 (range 0.25-0.39) was
observed, and corrections in the z axis were applied for
each motoneuron on the basis of their individual factor.
No correction was applied in the x-y axis that has been
measured in living slices for comparison. A single mo-
toneuron was described by 6,000—18,000 data points,
which were stored in a database with fiducial marks
(boundaries of transverse spinal cord sections and central
canal). The motoneurons analyzed in this work have been
added to our database of digitized neurons that have been
fully reconstructed following intracellular staining with
Neurobiotin. Digital images were obtained with an Olym-
pus (FV500) confocal microscope with Fluoview 4.1 soft-
ware and modified in Adobe Photoshop 5 to improve con-
trast and brightness.

Quantitative morphologic data

A series of morphologic parameters was used to charac-
terize the morphometric and topologic features of the ar-
borizations as computed by Neurolucida Explorer. Metric
and topological parameters, such as the number of pri-
mary dendrites, the number of dendritic segments (be-
tween either two branch nodes or the last branch point
and the end point), the total length of all dendritic seg-
ments, and the length and surface area of each dendrite,
were considered for each motoneuron. For statistical anal-
ysis of small samples, nonparametric exact tests (permu-
tation with general scores test) and the nonparametric
Mann-Whitney U test were used (StatXact 7.0 software;
Cytel Studio). Unless otherwise stated, the results are
expressed as mean * SD.

Size-related parameters

Size-related parameters were as follows: P, .. = soma
perimeter measured in the transverse plane (pm);
A, ..« = soma area measured in the transverse plane
(um?); F_ .. = maximum feret of the soma (um); F,_;, =
minimum feret of the soma (pm); D, = soma diameter
(in pm, calculated from A, ., .); A.,ma = soma surface (IT X
D?, .. in pm?); D, = mean initial diameter of stem
branches for each motoneuron (pm); A, = total cross-
sectional area of stem dendrites in each motoneuron
(um?); 3, . = total dendritic path length for each mo-
toneuron (pm); Xg..r = total dendritic surface area for
each motoneuron (um?); Path,_ = longest dendritic path
from soma to termination for each motoneuron (pm); and
Path,_ .., = mean dendritic path from soma to all termi-
nations for each motoneuron (pm).

Topology-related parameters

Topology-related parameters were as follows: Trees =
number of dendritic trees per motoneuron; Nodes = num-
ber of branching points per motoneuron; Trms = number
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of terminal segments per motoneuron; Sgmt = total num-
ber of dendritic segments per motoneuron; BrOrd, ., =
maximum branch order for each motoneuron; BrOrd-
mean = Mmean order of all segments for each motoneuron;
and TrmOrd,,.,, = mean order of all terminal segments
for each motoneuron.

The abbreviation list gives definitions of all analyzed
parameters resumed in Tables 1 and 2 and used in the
text. Most of the definitions are intuitive, but measure-
ments related to the somata require additional explana-
tion. Motoneurons somata were measured from the area
(A, .ns) of the somatic outline image in transverse sec-
tions, with the soma diameter (D,,,,) calculated from a
circle of the same area (A,,,,.. = [ID?,,../4). The surface of
the corresponding sphere with an equivalent diameter
was calculated to determine the soma surface (A, =
D2, .. Feret Min (um) and Feret Max (um) are the
smallest and the largest dimensions of the contour (soma)
as if a caliper was used to measure across the contour
(shape information, Neurolucida 7 v4 User’s Guide, p 15—
17; MicroBrightField, Inc., Colchester, VT).

RESULTS

In four experiments (two WT and two SOD1), the ret-
rograde transport of rhodamine dextran applied to the cut
L5 ventral root was used for labeling the motoneuronal
pools (Fig. 1B). In each spinal cord, about 450 labeled
motoneurons were found to be distributed into three pools,
a dorsolateral, a ventrolateral,. and a small ventromedial
pool, in the transverse plane (Fig. 1B). In the caudal part
of L5 segment, only the ventrolateral pool was observed.
In all intracellular staining experiments, the ventrolat-
eral pool was targeted using the same angle and depth of
penetrations (see Materials and Methods; Fig. 1C) from
the ventral cord surface corresponding to the caudal part
of the fifth lumbar segment (Fig. 1D).

In total, 26 motoneurons antidromically identified were
intracellularly stained with Neurobiotin. In eight cases,
multiple labeling probably resulting from gap junctions
was found at all ages (P4-P9), precluding their full 3D
reconstruction (Fig. 2C). Among the 18 remaining mo-
toneurons, four were obtained at P4-P7 and were ex-
cluded from this study. P8—P9 were selected to compare
the morphology of the two groups, because input resis-
tances of the motoneurons in WT and SOD1 mice were
found to be significantly different at that stage (Bories et
al., 2007). The actual data included eight WT and six
SOD1 lumbar motoneurons, all of them located in the
ventrolateral pool of the caudal part of the fifth segment
(Fig. 1D). Figure 2 shows some examples of intracellularly
stained WT and SOD1 motoneurons. The WT motoneuron
(Fig. 2A) and the SOD1 motoneuron (Fig. 2B) are shown in
the section (75 pm) containing the soma from which orig-
inates seven and six primary dendrites, respectively. In
both cases, some dendrites extended up to the medial
region close to the middle line (arrows), whereas others
reached the boundaries of the ventral horn ventrally or
entered the white matter laterally (see enlarged insets in
Fig. 2A2,B2).

The 3D representation of arborizations in
WT and SOD1

Each motoneuron was reconstructed from six to eleven
transverse sections corresponding to a rostrocaudal exten-
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in vitro brainstem / spinal cord

dls =2 Dorsal —

Fig. 1. Experimental setup and location of motoneurons. A: Sche-
matic view of the entire in vitro brainstem/spinal cord preparation of
the neonatal mouse used either for retrograde labeling of motoneu-
rons from cut L5 ventral root or for intracellular injection of Neuro-
biotin into electrically identified motoneurons. B: Visualization of the
three pools of motoneurons from L5 segment after back-labeling with
rhodamine-dextran. Note that the ventromedial pool is much smaller
than the two others. This image was obtained from an optical section
(X10 objective; excitation light for rhodamine: 543 nm; confocal mi-
croscope Olympus FV500). C: Experimental setup for intracellular
recording showing the in vitro brainstem/spinal cord preparation with
the ventral side up. Micropipette was inserted into antidromically

sion of 440-730 pm. The rostrocaudal extension was
found to be similar between WT (595 = 95 pm) and SOD1
(601 = 92 um) motoneurons (P = 0.90). The position and
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identified motoneuron following electrical stimulation of L5 ventral
root (vL5). Electrodes were placed in contact with the dorsal and
ventral roots either to stimulate or to record the activities of motoneu-
rons and sensory afferents. ER, extracellular recording; IR, intracel-
lular recording; vL5, ventral root from L5 segment; dL5, dorsal root
from L5 segment. D: Schematic view of transverse section showing
the localization of the 14 cell bodies taken from the 3D reconstruc-
tions. The three pools of motoneurons were delimited using computa-
tions of several sections from the rhodamine staining and the 3D
reconstructions. All reconstructed motoneurons (WT'n = 8, SOD n =
6) have the same location, although one WT was recorded more
dorsally at the border of the ventrolateral pool. Scale bar = 200 pm.

dendritic extension of labeled motoneurons relative to the
ventral horn in the transverse plane were thus precisely
determined as illustrated by the six examples shown in
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Fig. 2. Digital images of intracellularly labeled WT and SOD1
identified lumbar motoneurons. A1,B1: Images of two motoneurons
from each strain (WT: Al and SOD1: B1) illustrated at the same scale
from the transverse section containing the soma (section of 75 pm
thick). These motoneurons have been chosen because they have the
highest total dendritic length in each strain (Mn6 and Mnl12 in ta-
bles). Note that some of the dendrites were cut proximally to the soma,
and their dendritic trees are not visible in the transverse section.
Arrows point dendrites projecting near the middle line. Dashed boxes
show dendrites close to the lateral border of the sections and are

Figure 3. All the labeled motoneurons were located within
the same ventrolateral region. A first examination of the
3D representation of the motoneurons showed that the
projection fields of the dendrites depended on the precise
location of the cell bodies. The dendrites projected mainly
in three directions (dorsal, dorsolateral, and medial) when
the soma was in close proximity to the ventral horn bound-
ary (see Fig. 3E,F), whereas dendrites extended also ven-
trally when the soma was located centrally within the pool
(Fig. 3C,D). For comparison between WT and SOD1, the
motoneurons with increasing number of segments are il-
lustrated, and Figure 3A,B represents the motoneurons
with the lowest number of branching points, Figure 3C,D
those close to the median values, and Figure 3E,F the two
motoneurons with the highest number of branching

enlarged in A2,B2. The border between white and gray matters is
approximately delimited by dashed lines. D, dorsal; M, medial. A2,B2:
Higher magnification of parts delimited by dashed boxes in Al and
B1. Arrows point to dendrites running laterally close to the border of
the section and entering the white matter. Arrowhead shows one
dendrite crossing the section. C: Example of multiple staining follow-
ing a single injection of neurobiotin giving rise to two intensely la-
beled motoneurons. WT, postnatal age (P9). Scale bars = 100 pm in
A1,B1; 50 pm in A2,B2; 25 pm in C.

points. These “selection criteria” for pairing were also
applied for Figures 4 and 5.

Comparative dendritic geometry of WT and
SOD1 motoneurons

Metric properties concerning the soma and the primary
dendrites are given in Table 1. The soma size, number,
and mean diameter of primary dendrites were comparable
in WT and SOD1 motoneurons (see Table 1). Despite the
similar size of the soma, the WT and SOD1 dendritic
arborizations showed significant differences in terms of
their morphometric parameters. The metric and topologi-
cal parameters of all motoneurons are given in Table 2.
The total number of dendritic branches (segments) was
higher in the SOD1 group, with a mean of 293 compared
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Fig. 3. Digitized full reconstructions showing the complete den-
dritic trees of three WT (A,C,E) and three SOD1 (B,D,F) motoneurons
in transverse view. For comparison between WT and SOD1, the mo-
toneurons with increasing number of branches are illustrated. A and
B represent the motoneurons with the lowest number of branching
points, C and D those close to the median values, and E and F the two
motoneurons with the highest number of branching points. In all
cases, SOD1 motoneurons have a higher number of branching points
(see Table 2). The number of branching points is related to the tree

complexity, so the morphology of SOD1 motoneurons was found to be
more complex. All the motoneurons were located in the ventrolateral
part of the ventral horn. Each dendrite is represented by a specific
color. Motoneurons are depicted at the same scale (200 pm) and are
represented within the outline of the section containing the soma. The
border between white and gray matters is delimited by the dashed
line. D, dorsal; V, ventral; L, lateral; M, medial (A: Mn1; B: Mn9; C:
Mn5; D: Mn11; E: Mn8; F: Mn14, in Tables). Scale bar = 200 pm.
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TABLE 1. Cell Body and Stem Dendrite Parameters®

Peoma Atrans max Frin soma. some Dgtem stem
Age (um) (um?) (um) (um) (um) (um?) Trees (um) (um?)
Mn1 (P9) 104.5 644 36.1 28.4 28.6 2,576 6 5.6 169.9
Mn2 (P9) 97.3 530 40.8 19.2 26 2,119 5 4.6 93.3
Mn3 (P9) 121.5 936 43.5 31.3 34.5 3,744 9 5.1 206.4
Mn4 (P8) 126.7 692 50.1 21.5 29.7 2,769 8 4.9 173.5
Mn5 (P8) 97.8 626 344 24.3 28.2 2,505 8 5.4 187.7
Mn6 (P9) 107.2 795 35.8 31.3 31.8 3,180 10 5.6 265.9
Mn7 (P9) 144.8 954 45.6 36.2 34.9 3,817 10 4.8 195
Mn8 (P8) 109.4 837 40.3 28 32.6 3,349 7 6.9 273.7
Mean WT 113.7 751.8 40.8 27.5 30.8 3,007 7.9 5.3 195.7
SD 16.3 153 5.413 5.6 3.17 613 1.8 0.7 57.1
Mn9 (P8) 109.1 540 42 17.5 26.2 2,160 6 5.2 137.2
Mn10 (P8) 107.7 737 39.1 26.9 30.6 2,949 8 5.4 191
Mn11 (P9) 141.6 920 45.6 29.2 34.2 3,679 8 5.8 223.5
Mn12 (P9) 194.9 1023 57.1 40.6 36.1 4,092 8 5.3 187.2
Mn13 (P8) 146.6 932 46.9 29.5 34.5 3,729 6 7 239.1
Mn14 (P8) 99.6 739 344 28.4 30.7 2,956 6 8.3 356.1
Mean SOD1 133.3 815.3 44.2 28.7 32.1 3,261 7 6.2 222.4
SD 35.8 176 7.779 7.4 3.6 705 1.1 1.2 4.4
P 0.19 0.47 0.36 0.74 0.49 0.47 0.39 0.15 0.47

1Abbreviations: Pyoma = soma perimeter measured in the transversal plane; Ay, = soma area measured in the transversal plane; F,,,x = maximum feret of the soma; F,;, =
minimum feret of the soma; Dy, = soma diameter; Ay, = soma surface; Trees = number of dendritic trees per motoneuron; Dy, = mean initial diameter of stem branches
for each motoneuron; Ay, = total cross-sectional area of stem dendrites in each motoneuron.

TABLE 2. Topological and Metric Parameters of Dendritic Trees®

Sien S Path,,ax Pathy,can
Age Nodes Trms  TrmOrd,,.., Sgmt BrOrd,,can BrOrd,, .« (pm) (pm") (pm) (pm)
Mn1 (P9) 34 40 4.98 74 4.88 9 11,375 22,368 760 523
Mn2 (P9) 45 50 4.78 95 4.21 7 8,730 19,961 536 346
Mn3 (P9) 68 78 4.96 146 4.03 9 16,564 35,258 711 417
Mn4 (P8) 74 83 4.95 157 4.22 8 18,116 57,216 715 400
Mn5 (P8) 82 90 5.26 172 4.43 8 17,211 32,394 580 375
Mné6 (P9) 83 95 4.95 178 4.28 9 23,142 56,051 1,018 402
Mn7 (P9) 89 99 5.15 188 4.38 8 18,309 37,952 578 324
Mn8 (P8) 100 107 5.69 207 4.51 9 19,813 40,314 727 388
Mean WT 71.9 80.3 5.09 152.1 4.37 8.4 16,658 37,689 703 397
SD 22.3 23.7 0.28 46 0.26 0.7 4,597 13,672 152 60
Mn9 (P8) 93 100 5.71 193 5.37 9 18,134 34,917 661 387
Mn10 (P8) 134 145 6.17 279 5.88 11 25,649 58,427 731 379
Mn11 (P9) 134 145 5.88 279 6.5 9 25,419 58,221 706 365
Mn12 (P9) 154 172 6.72 326 5.57 17 37,031 68,175 1,016 464
Mn13 (P8) 156 165 6.45 321 4.91 10 25,942 55,931 591 357
Mn14 (P8) 178 184 7.38 362 5.07 13 32,737 81,495 724 409
Mean SOD1 141.5 151.8 6.39 293.3 5.55 11.5 27,485 59,528 738 394
SD 28.9 29.7 0.61 0.58 3.1 6,575 15,355 146 39
P 0.0006 0.0006 0.0003 0.0003 0.0049 0.0023 0.0199 0.6683 0.91
Sign skl ek stk etk sk ok ns ns

1Abbreviations: Nodes = number of branching points per motoneuron; Trms = number of terminal segments per motoneuron; TrmOrd .., = mean order of all terminal segments
for each motoneuron; Sgmt = total number of dendritic segments per motoneuron; BrOrd, .., = mean order of all segments for each motoneuron; BrOrd,,,x = maximum branch
order for each motoneuron; 3y ., = total dendritic path length for each motoneuron; 3, = total dendritic surface area for each motoneuron; Path,,,, = longest dendritic path from
soma to termination for each motoneuron; Path,.,, = mean dendritic path from soma to all terminations for each motoneuron.

with 152 for WT. The total dendritic length was also
greater in the SOD1 group, extending from 18,134 to
37,031 pm from the soma, with a mean number of 27,485
pm compared with 16,658 pm in WT. The other parame-
ters such as the number of branching points (nodes), the
total number of tips (Trms), and the total dendritic surface
area followed the same rule, being significantly larger in
the SOD1 motoneurons. However, the distances from the
soma to the dendritic tips and the longest dendritic path
from soma to termination were similar (Path, . and Path-
mean 1N Table 2), indicating comparable envelopes of the
dendritic fields.

The dendrograms of the motoneurons illustrated in Fig-
ure 3 provided more information about the spatial relation
among the dendrites in single arborizations (Fig. 4). The
longest path distances of the dendrites reached 700 pm
and were comparable in WT and SOD1 motoneurons (see
Path, __in Table 2). In developing motoneurons, dendrites
are still growing or retracting (pruning), which may ex-
plain why some of the dendrites exhibit no or a few

branches. In the WT motoneurons, nine dendrites of 63
had fewer than three nodes (see, for example, dendrites 2,
6, and 6 in Figure 4A,C,E, respectively). None of the SOD1
dendrites (0 of 42) possessed fewer than three branching
nodes. At the opposite, the number of dendrites containing
18 nodes or more was about 50% (20 of 42 dendrites) of the
total number in the SOD1 but less than 20% (12/63) in the
WT.

An increase in complexity of the arborizations occurred
in the SOD1 group because of an abnormal number of
branching nodes at different distances from the soma,
varying between individual motoneurons. The complexity
function described by Korogod et al. (2000) was defined by
the number of dendritic paths as a function of the path
distance from the soma. This provides a good tool for
comparing different dendritic arborizations. In Figure 5,
the number of nodes was plotted against the radial dis-
tance from the soma for the motoneurons illustrated in
Figures 3 and 4. In all cases, the number of nodes between
100 and 200 pm from the soma was much greater in SOD1
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Fig. 4. A-F: Two-dimensional representations (dendrograms) ob-  soma to termination for each tree are quite comparable (above 500 pm
tained from the digitized reconstructions of the six motoneurons for the majority of trees). Each dendrite was represented by a specific
shown in Figure 3. In both cases (WT and SOD1), highly connected color and plotted as a function of the distance from the soma (in pm).
trees are more numerous in SOD1, although the dendritic paths from  Dendrograms are shown at the same scale.
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than in WT motoneurons. Beyond 300 pm from the soma,
the number of branches decreased in both WT and SOD1
motoneurons.

Figure 6A illustrates the plots applied for the whole
populations of WT (n = 8) and SOD1 (n = 6) motoneurons.
In WT motoneurons, the maximum number of nodes in the
dendrites was reached between 50 and 75 pm and re-
mained maximal up to 175 pm. On the contrary, the
dendrites of SOD1 motoneurons continued to increase
their number of branches between 50 and 175 pm from the
soma before decreasing as in the case of the WT dendrites.
The higher occurrence of branching points observed in
SOD1 motoneurons should result in an increase in the
dendritic length. As expected, the dendritic length fol-
lowed the same rule, with a peak at a distance of 200 pum
from the soma in both cases (Fig. 6B).

The distribution histograms of the somatic surface area,
the total dendritic length, the total dendritic surface area,
and the total number of nodes are given for the two pop-
ulations of motoneurons in Figure 7. These histograms
clearly show the main differences in the metric and topo-
logic dendritic parameters between WT and SOD1 mo-
toneurons.

DISCUSSION

In the present study, we have compared the dendritic
arborizations of WT mouse motoneurons with those of the
SOD1%%%% model. The G85R (line 148) mice have been
precisely characterized, and the mutant SOD1 protein
levels are quite low, making the condition of these mice
similar to the human disease (Bruijn et al., 1997, 1998;
Williamson et al., 1998).

Our quantitative analysis of their geometrical features
shows without ambiguity that the dendritic structure of
the SOD1 motoneurons is profoundly affected by the neu-
rodegenerative disease during the first postnatal days.
Our main finding is a proliferation of dendritic branches
starting at about 100 pm from the soma in the affected
motoneurons.

Because our intracellular recordings in situ revealed a
lower input resistance and a higher capacitance of SOD1
motoneurons in comparison with WT motoneurons (Bories
et al., 2007), our hypothesis was that these parameters
resulted mainly from a greater dendritic membrane area.
It is known that the size and complexity of the dendritic
arborizations depend on many intrinsic and extrinsic fac-
tors (Libersat and Duch, 2004). A number of molecules
including neurotrophic factors, Rho-GTPases, and neuro-
glian regulates dendritic growth and branching (Brandt et
al., 2007; Fu et al., 2007; Furrer et al., 2007; Grueber and
Jan, 2004; Hayashi et al., 2007; Horch and Katz, 2002;
Rosso et al., 2005; Yamamoto et al., 2006). We first discuss
the possible causes of this abnormal dendritic growth in
SOD1 mutants and the functional consequences on the
electrical properties of motoneurons. We suggest a link
between the early abnormalities and the toxic mecha-
nisms leading to the disease.

Abnormal morphology of dendrites in SOD1
motoneurons
Our results clearly show that the total length and sur-

face area of the dendritic arborizations were significantly
higher in SOD1 motoneurons as a result of abnormal
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Fig. 6. Histograms of radial location of nodes (A) and dendritic
length (B) for all WT (n = 8) and SOD1 (n = 6) motoneurons. The
average number of nodes and dendritic length was plotted as a func-
tion of radial distance from the soma (radius 25 pm) to compare their
radial location between WT and SOD1 populations. In A and B,
histograms reveal the higher occurrence of nodes and dendritic length
at different distance from the soma. The largest difference was ob-
served for distance between 100 and 200 pm in A and about 200 pm
in B. Bars indicate SD.

branching. Although we cannot totally exclude that mo-
toneurons may innervate different muscles, the morpho-
logical data strongly support the fact that WT and SOD1
motoneurons belong to the same population, insofar as the
motoneurons were precisely targeted in the caudal part of
the L5 segment (Fig. 1; see Materials and Methods; Bories
et al., 2007). Furthermore, the soma diameter, the mean
diameter of primary dendrites, the longest maximal den-
dritic path, and the sphere envelope of the dendritic ar-
bors were similar in WT and SOD1 motoneurons. The
dendritic arborizations of the WT and SOD1 motoneurons
occupy comparable fields in the spinal cord. Thus it is
unlikely that the different size of WT and SOD1 dendritic
arborizations described in the present study corresponds
to different types (slow vs. fast) of motoneurons.

The metric and topological parameters of WT motoneu-
rons are in the range of those previously given for mouse
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pups (Li et al., 2005). The mean number of branching
nodes in SOD1 dendrites was almost twice that found in
WT motoneurons. It is well known that rapid additions
and retractions of branches occur during development
(Jan and Jan, 2003). The presence of a few dendrites with
no or poor branching suggests that such mechanisms also
occur in lumbar motoneurons from P8—P9 mice. However,
in SOD1 motoneurons, the poorest dendritic arborizations
exhibit more than three nodes, confirming their propen-
sity to overbranching. A defect in pruning mechanisms
may explain the abnormal dendritic growth observed in
SOD1 motoneurons.

An explanation for dendritic overbranching can be pro-
vided by data obtained in the SOD1%%34 transgenic mouse
model of ALS showing early defects in the slow axonal
transport (Kieran et al., 2005) and associated changes in
microtubule dynamics (Fanara et al., 2007). A slowing of
the axonal transport involving dynein has been shown in
SOD1%934 motoneurons at embryonic day E13 (Kieran et
al., 2005). Defects in slow axonal transport were also
described in the SOD1%%°F and SOD1%%"® models several
months before the onset of the disease (Williamson and
Cleveland, 1999). Impaired axonal transport has been re-
ported in patients with sporadic ALS (Bruijn et al., 2004;
Cleveland and Rothstein, 2001; Julien, 2001). Cytoplas-
mic dynein seems to play a central role as a molecular
motor for the retrograde transport of filaments and
growth factors and for the anterograde movement of mi-
crotubules (He et al., 2005). Neurofilaments are important
for dendrite development in large spinal motoneurons
(Kong et al., 1998; Marszalek et al., 1996; Zhang et al.,
2002). However, it is difficult to reconcile a change in
neurofilament expression with a highly branched ar-
borization, insofar as changes in the ratio between neuro-
filament subunits lead to a reduced dendritic arborization
(Kong et al., 1998; Zhang et al., 2002).

The complexity of dendritic arborizations is regulated
by neuronal activity and trophic factors that take a large
place during development (Libersat and Duch, 2004). The
amount of synaptic inputs that the neuron receives is
related to the surface of reception of the dendritic ar-
borization. A greater surface area could be linked to an
increase of synaptic terminals contacting the motoneuron.
An enlarged dendritic morphology may also be due to a
lack of synapse stabilization and a defective pruning
mechanism. Avossa et al. (2006) suggested a subtle syn-
aptic dysfunction in SOD1%934 cultured tissue resulting
from a significantly increased ratio between excitatory
and inhibitory synapses contacting SOD1 motoneurons. It
was shown that a decrease in inhibitory transmission
resulted in an increase of the number of branching points
(Huang et al., 2007; Sanes and Hafidi, 1996; Sanes et al.,
1992). Thus a misbalance between excitatory and inhibi-
tory inputs might be involved in overbranching of the
SOD1 motoneurons.

Possible involvement of AMPA receptors

Motor neuron dendritic growth is also regulated by
NMDA and AMPA receptor activation (Kalb, 1994; Lee et
al., 2005; Prithviraj et al., 2008). It is noteworthy that
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) induced local
dendritic branching (Horch and Katz, 2002). In addition,
Ca®" transients evoked by BDNF induced translocation of
the GluR1 AMPA receptor subunit to the postsynaptic
membrane (Nakata and Nakamura, 2007). Our previous
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results on dorsal root evoked excitatory postsynaptic po-
tentials (EPSPs) in SOD1 motoneurons showed similar
amplitude, although motoneurons have a lower input re-
sistance, suggesting that the synaptic (AMPA) current
produced by the primary afferents was increased by a
greater number of synapses, by a change in AMPA recep-
tor subunit composition, or by an increase in persistent
inward current (Bories et al., 2007).

A recent study has shown an increase in synaptic
GluR1 and a decrease in GluR2 subunit in spinal cord
motoneurons from SOD1%°34 mice (Zhao et al., 2008).
Overexpression of GluR1 has been shown to increase
the complexity of dendritic arbor in part by augmenting
the number of excitatory synapses within motor neuron
dendrites (Prithviraj et al., 2008). These findings are in
favor of change in trafficking of AMPA receptors during
the presymptomatic period. The question has been
raised of whether such mechanisms start earlier during
the postnatal period. The decrease in GluR2 subunit in
SOD1 motoneurons that would lead to an increase in
calcium permeability of AMPA receptor-associated
channels (Zhao et al., 2008) could then be compensated
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by the increase in dendritic surface area described in
the present study.

On the other hand, a hyperexcitability resulting from an
increase in sodium PIC was found in cultured motoneu-
rons from SOD1%934 embryos or neonate mice (Kuo et al.,
2005). Further experiments are needed to determine the
precise mechanisms by which the synaptic current was
increased in motoneurons in situ (Bories et al., 2007).

We found that postnatal SOD1 motoneurons were hy-
poexcitable with a higher rheobasic current (Bories et al.,
2007). Simulations on cortical neurons have shown that
additional proximal dendrites increased the current
threshold for evoking the somatic action potential
(Schaefer et al., 2003). The abnormal growth of the den-
dritic arborizations and the reduced excitability of post-
natal SOD1 motoneurons could be a neuroprotective re-
sponse and would represent an early compensatory
mechanism against the activity-induced toxicity.

Early abnormalities in ALS

Although the disease is expressed in adulthood, early
abnormalities have been described in embryonic and post-
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natal SOD1 motoneurons (Bories et al., 2007; Durand et
al., 2006; Kieran et al., 2005). It was shown that retro-
grade axonal transport defects were already present in
motoneurons of SOD1%%34 mice at E13 (Kieran et al.,
2005). A direct link between retrograde axonal transport
and mutant SOD1 has been recently provided with the
discovery that dynein interacts and colocalizes with the
mutant SOD1 (Zhang et al., 2007). Furthermore, soluble
misfolded SOD1 proteins could be detected at birth and
were particularly enriched in the spinal cord of SOD1 mice
(Zetterstrom et al., 2007), suggesting that the dynein func-
tion could be perturbed by mutant SOD1 very early. In-
deed, the misfolded mutant proteins are able to catch a
number of cytoplasmic molecules others than those ex-
pected initially (Rakhit et al., 2007; Shaw and Valentine,
2007). Abnormalities in neurofilament movements may
start early, and neurofilaments increase the vulnerability
of motor neurons to SOD1%%°% toxicity (Williamson et al.,
1998). It is worth noting that a disruption of tubulin
transport may precede the defects in the transport of
neurofilaments and others cargoes, suggesting a slow ac-
cumulation of damage over a long period of time, up to the
disconnection between the motor axon and the muscle
fibers (Williamson and Cleveland, 1999). Neurofilament
accumulations are a common pathological hallmark in
ALS (Boillee et al., 2006; Julien, 2001). Thus several
mechanisms may lead to perturbations in the cytoskeleton
formation and vesicular trafficking very early in SOD1
mice. Further studies are needed to determine the initial
abnormal steps in the animal models of ALS so that we
are able to intervene earlier during the development of the
disease.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative and fatal human disorder characterized by progressive loss of motor neu-
rons. Transgenic mouse models of ALS are very useful to study the initial mechanisms underlying this neurodegenerative disease. We will
focus here on the earlier abnormalities observed in superoxide dismutase 1 (SOD1) mutant mice. Several hypotheses have been advanced
to explain the selective loss of motor neurons such as apoptosis, neurofilament disorganisation, oxidative stress, mitochondrial dysfunc-
tion, astrogliosis and excitotoxicity. Although disease onset appears at adulthood, recent studies have detected abnormalities during
embryonic and postnatal maturation in animal models of ALS. We reported that SOD1°%°® mutant mice exhibit specific delays in
acquiring sensory-motor skills during the first week after birth. In addition, physiological measurements on in vitro spinal cord prepa-
rations reveal defects in evoking rhythmic activity with N-methyl-pL-aspartate and serotonin at lumbar, but not sacral roots. This is
potentially significant, as functions involving sacral roots are spared at late stages of the disease. Moreover, electrical properties of
SODI1 lumbar motoneurons are altered as early as the second postnatal week when mice begin to walk. Alterations concern the input
resistance and the gain of SOD1 motoneurons which are lower than in control motoneurons. Whether or not the early changes in dis-
charge firing are responsible for the uncoupling between motor axon terminals and muscles is still an open question. A link between these
early electrical abnormalities and the late degeneration of motoneurons is proposed in this short review. Our data suggest that ALS, as
other neurodegenerative diseases, could be a consequence of an abnormal development of neurons and network properties. We hypoth-
esize that the SOD1 mutation could induce early changes during the period of maturation of motor systems and that compensatory
mechanisms—Ilinked to developmental spinal plasticity—might explain the late onset of the disease.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Development; SOD19%°®; Spinal network; Electrical properties

1. Introduction

The identification of the initial mechanisms leading to
the progressive loss of motoneurons in transgenic animal
models of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is crucial
for future treatment of the disease in humans. Information
about early abnormalities related to the disease would pro-
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vide valuable insights about the disease mechanisms and
about possible early detection and treatment in patients.
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), initially described
by Charcot (1865), is a fatal, adult-onset neurodegenerative
disease characterized by a selective loss of motor neurons
in the spinal cord, brainstem, and motor cortex (Bruijn
et al., 2004; Cleveland and Rothstein, 2001; Julien, 2001).
The loss of motoneurons initiates a progressive paralysis
which affects skeletal musculature with the exception of
extraocular and pelvic muscles. The dominant clinical
symptoms are muscle weakness, muscle atrophy and
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spasticity which appear in mid-life. ALS is generally fatal
within 1-5 years of onset when respiratory motoneurons
are affected. In 90% of cases, no apparent genetic link
has been determined (sporadic cases) and in 10% of cases,
the disease is inherited in a dominant manner (familial
cases). Mutation of Cu/Zn-superoxide dismutase (SODI)
is one proven cause of familial ALS (Gurney et al., 1994;
Rosen et al., 1993). Although more than 110 mutations
are known, only a subset of familial ALS cases is related
to dominant missense mutations in the SOD1 gene (Bruijn
et al., 2004; Cleveland and Rothstein, 2001; Julien, 2001 an
updated list is available on the web http://www.alsod.org).
However, sporadic form of the disease, although indistin-
guishable from the familal cases, are the results of multi-
ple—yet unidentified—causes. Among the external causes
of the disease, one can cite the geographical factor, as indi-
cated by the high incidence of ALS in the Guam islands in
the 50s (Garruto et al., 1985). Whether the external factor
associated to ALS is the indirect consumption of the local
Cycad seed (Cox and Sacks, 2002; Spencer et al., 1987) or
not, it has been suggested that even a short stay in these
islands increase the risk of developing ALS (Majoor-Krak-
auer et al., 2005). On the contrary, it has been reported that
a supplementation of vitamin E intake (but not vitamin C)
reduces the risk of ALS (Ascherio et al., 2005). Another
external factor that was pointed out is the Gulf-war as
the incidence of early onset ALS among veterans seemed
elevated (Haley, 2003; Horner et al., 2003; Rose, 2003),
but it then appeared that the military service in the US
army—especially during war times—increases the risk of
ALS (Coffman et al., 2005; Weisskopf et al., 2005). There
are thus numerous external factors that remain to be iden-
tified in order to better understand the pathways of neuro-
degeneration leading to the fatal issue of this disease.
Several transgenic mice overexpressing the mutated
human SODI1 gene develop phenotypic and pathological
symptoms resembling ALS in humans (Brown et al,
2000; Cleveland and Rothstein, 2001; Gurney et al.,
1994). Introduction of such mutated SOD1 genes into rat
also provokes ALS-like symptoms characterized by selec-
tive death of spinal motoneurons and limb weakness (How-
land et al., 2002). Three mutations (SOD1G85R, SODI1C¥R,
and SOD1°%**) have been extensively characterized in
transgenic mouse models of ALS (Bruijn and Cleveland,
1996; Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995). Mice express-
ing high levels of SOD19%*4 or G37R mutants display vac-
uolar pathology (Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995)
whereas no vacuolization has been reported in G85R mice
(Bruijn et al., 1998) or in similar mice expressing the mur-
ine counterpart mutation G86R (Ripps et al., 1995). The
G85R (line 148) mice have been precisely characterized
(Bruijn et al., 1997, 1998; Williamson and Cleveland,
1999) and the mutant SOD1 protein levels in these mice
are quite low, equal to endogenous, making the condition
of these mice similar to the human disease (Williamson
et al., 1998). Homozygous G85R mice have their first path-
ological symptoms at 6 months (Bruijn et al., 1997) and a

paralysis onset at 8 months. Once the disease starts, the
survival period is only 2-3 weeks (Bruijn et al., 1997,
1998). Heterozygous SOD1°%® mice have a similar age
of disease onset to SOD1“*® mice (approximately 12
months of age). In these models, retardation of slow axonal
transport is a very early event. Furthermore, this was the
earliest known abnormality in heterozygous SOD1Y%°R
mice, arising months before any pathological changes can
be detected (Williamson and Cleveland, 1999).

Several pathways involved in the pathogenesis of ALS,
i.e. selective motoneuron degeneration, have been pro-
posed on the basis of genetic, pathological and biochemical
post-mortem human studies. Some of these pathways have
been identified in SOD1 mice, particularly oxidative dam-
age, accumulations of neurofilaments, aggregation/mis-
folding of mutant proteins, and glutamate excitotoxicity
(Bruijn et al., 2004).

Glutamate induced excitotoxicity has been strongly
implicated in the pathophysiology of ALS patients and
mutant SODI transgenic mice (Bruijn et al., 2004; Roth-
stein et al., 1995; Van Damme et al., 2003). High levels
of excitatory amino-acids have been measured in serum
and cerebrospinal fluid of ALS patients (Plaitakis, 1991)
and o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic
acid (AMPA) antagonists prevent death of neurons
exposed to cerebrospinal fluid from ALS patients (Coura-
tier et al., 1993) and protect against SOD1 mutant toxicity
(Roy et al., 1998). Pharmacological experiments have sug-
gested that the excitotoxicity of spinal motoneurons could
depend on Ca*"-permeable AMPA receptors (Bruijn et al.,
2004). New evidences for the involvement of glutamate in
ALS concern AMPA receptors (Kawahara et al., 2004;
Tateno et al., 2004). Furthermore, riluzole (the ALS drug
treatment) appears to be a non competitive inhibitor of
AMPA receptors (Albo et al., 2004), in addition to its
effects on sodium persistent inward current (Urbani and
Belluzzi, 2000) and on glutamate release (Jehle et al.,
2000). On the other hand, increased permeability of sodium
via AMPA receptors containing GluR3-GluR4 flip sub-
units has also been reported in SOD1 motoneurons (Pieri
et al., 2003b). Cultured motoneurons from mutant SODI1
mice were characterized by enhanced intrinsic excitability
with a marked increased in the slope of the frequency-
intensity (F-/) relationship (Kuo et al., 2004, 2005; Pieri
et al., 2003a). Persistent sodium currents were proposed
to be responsible for the hyperexcitability in the presymp-
tomatic period.

Most of the studies have been performed either in
culture or in the late adult presymptomatic period when
multiple abnormalities are found and the initiating mecha-
nism(s) underlying these processes have not yet been
revealed (Bruijn et al., 2004). It is therefore of interest to
detect the very early abnormalities in endogenous electrical
properties and/or AMPA-mediated synaptic properties of
mutant SOD1 motoneurons in situ. A number of recent
reviews already deal with the mechanisms leading to the
degeneration of motoneurons in ALS. Here, we only stress
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the earliest abnormalities described in the different well-
characterized mouse models and provide a brief description
of our recent electrophysiological data obtained on the
SOD19%°R model.

2. Gain of toxic function in familial ALS: an unresolved
hypothesis

In the transgenic mouse models of ALS, the mutant
human protein is ubiquitously expressed at levels equal to
or several fold higher than the level of endogenous
SODI. Changes in SODI1 activity do not correlate with
severity of motor disease and a number of studies indicate
that mutant SODI1 toxicity is not due to changes in dismu-
tase activity (Cleveland and Rothstein, 2001). ALS-like dis-
ease is not observed in mice expressing human wild-type
SODI (Deng et al., 1993; Kunst et al., 1997; Wong et al.,
1995) or in SOD1-null mice (Reaume et al., 1996). Unlike
mutants SOD1%*"® and SOD19%*4, the SOD1*°R enzyme
is inactive and transgenic SOD19%R mice are characterized
by unmodified endogenous SODI activity (Bruijn et al.,
1997, 1998; Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995). Fur-
thermore, co-expression of the human wild-type with the
human mutant G85R enzymes does not protect against
the disease (Bruijn et al., 1998; Fukada et al., 2001).
Removal of the normal SODI1 genes in mice that develop
motor neuron disease from expressing a dismutase inactive
mutant (SOD19®*°®) does not affect onset or survival (Bru-
ijn et al., 1998). Thus, pathogenesis of ALS-linked muta-
tions results from an unidentified toxic gain-of-function
of mutant polypeptides, rather than a decrease or loss in
SODI1 enzymatic activity (Cleveland and Rothstein, 2001;
Julien, 2001). Some common pathological hallmarks
observed in humans and mice concern inclusions in motor
neurons and astrocytes, neurofilament accumulation and
glutamate excitotoxicity. Further, mitochondrial pathol-
ogy, fragmentation of the golgi apparatus and slow axonal
transport alteration have been detected in spinal motoneu-
rons before disease onset (Bruijn et al., 2004; Cleveland and
Rothstein, 2001; Julien, 2001).

2.1. Misfolding and aggregation of mutant proteins

Mutations in SOD1 result in the formation of mutant
SODI protein aggregates (Bruijn et al., 1998). The hypoth-
esis maintains that mutant SODI proteins are misfolded,
and consequently oligomerized and aggregated, gaining
toxic properties at some stage in their formation (Cleveland
and Liu, 2000; Johnston et al., 2000; Valentine and Hart,
2003). On the other hand, inclusion body formation might
protect neurons by decreasing the levels of toxic diffuse
forms of mutant protein as suggested in Huntington’s dis-
ease (Arrasate et al., 2004; Bruijn et al., 2004). In all SODI
models, the aggregate formation was visible at adult age. A
possible link between excessive Ca™ *-influx and misfolding
of SOD1 mutant has been proposed (Tateno et al., 2004).

2.2. Axonal transport

Neurofilament accumulations are a common pathologi-
cal hallmark in both sporadic and familial ALS (Bruijn
et al., 2004; Van Damme et al., 2003). Improper assembly
of neurofilaments has particular impact on motoneurons
because of their exceptionally long axons. Slowing of axo-
nal transport occurred before any pathological changes
were evident in the G85R heterozygous model (Williamson
and Cleveland, 1999). Although accumulation of abnormal
neurofilaments leading to slowing of anterograde axonal
transport has been shown to be an early event in
SOD19%°R mice (Williamson and Cleveland, 1999; Zhang
et al., 1997), it occurs at 6 months of age, before disease
onset (Williamson et al., 1998).

2.3. Astrocytes implications in ALS

Alterations of motor neurons from SODI1 mutants
require mutant damage not just within the motor neurons
circuits but also to non-neuronal cells (Clement et al.,
2003; Lino et al., 2002). Restricted expression of SODI1
mutants into motoneurons (Lino et al., 2002) or astrocytes
(Gong et al., 2000) was not sufficient to develop motoneu-
ron disease. The death of the motor neurons depends, at
least in part, on a contribution from surrounding glia
and possibly other cell types (Clement et al., 2003) via nitric
oxide pathways (Ferri et al., 2004; Raoul et al., 2002). The
hypothesis is based on the numerous observations that
SODI1-containing inclusions of high-molecular-weight-
shifted protein complexes are specifically found in spinal
motoneurons and their surrounding astrocytes from autop-
sied patients and transgenic mice carrying mutant SODI
genes (Bruijn et al., 1998; Shibata et al., 1996; Watanabe
et al., 2001), in spinal cord extracts from mutant SODI1
transgenic mice (Johnston et al., 2000; Puttaparthi et al.,
2003; Wang et al., 2002, 2003) and in cultured motoneu-
rons into which mutant SOD1 has been microinjected
(Durham et al., 1997). Pathological examination of trans-
genic mice expressing a SOD19%°® demonstrates abnormal
protein inclusions in astrocytes at early clinically presymp-
tomatic time points when motoneuron pathology is not
readily apparent (Bruijn et al., 1997). The homozygous
G85R mice (line 148) develop cytoplasmic inclusions that
appear in astrocytes and neurons at 6 months, before clin-
ical signs of disease, and dramatically increase in abun-
dance with disease progression (Bruijn et al., 1997).

Mutant SOD1°*® mice were also shown to be deficient
in the spinal cord astroglial glutamate transporter EAAT?2
(GLT-1), similar to observations in sporadic ALS (Bruijn
et al., 1997; Canton et al., 1998), suggesting that astroglial
dysfunction in ALS may contribute to motor neuron
degeneration, although this appears to be a secondary
event in the disease progression. In the SOD19%*# trans-
genic rat model, a loss of GLT1 transporter was also
reported in adults (Howland et al., 2002). Further, co-
expressions of SODI1 mutants (A4V or I113T) with
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GLT1 in xenopus oocytes led to selective inactivation of
the glial glutamate transporter upon injection of H,O,
(Trotti et al., 1999). Several studies have focused on gluta-
mate-induced excitotoxicity linked to abnormal glutamate
accumulation in the extracellular space due to defective
glutamate clearance by related transporters. Another
recent argument to involve glutamate in ALS was brought
by the fact that overexpression of the glial glutamate trans-
porter GLT1 by certain antibiotics delayed the onset of
ALS disease in SOD1°”** mice (Rothstein et al., 2005).
Thus, it seems that EAAT2 (GLT1) dysfunction in ALS
may contribute to death of motoneurons.

2.4. Glutamate excitotoxicity

Calcium permeability through AMPA receptor-associ-
ated channels depends on the presence or absence of a
GluR2 subunit from a post-transcriptionally edited RNA
(Sommer et al., 1991). Reduced editing efficiency of GluR2
mRNA has been specifically reported in post-mortem
studies of spinal motor neurons from human sporadic
ALS patients (Kawahara et al., 2004). The fact that
Ca’" influx through atypical motoneuronal AMPA recep-
tors promotes a misfolding of mutant SOD1 protein and
eventually the death of these neurons is an important find-
ing obtained by crossing SOD1 mice with mice which
overexpress GIluR2 into motoneurons (Tateno et al.,
2004). An overexpression of GIluR2 subunits composing
AMPA receptors renders the AMPA channel impermeant
to calcium. Crossbreeding of the SOD1%%** transgenic
mice with these GIluR2 transgenic mice, which show
reduced Ca®>" permeability of AMPA channels, delays dis-
ease onset and reduces mortality in double-transgenics
(Tateno et al., 2004). On the contrary, crossbreeding of
the SOD19%4 transgenic mice with transgenic mice lack-
ing GluR2, i.e. with increase in Ca*" permeability of
motoneuronal AMPA receptors, accelerates disease pro-
gression, aggravates severity of motor decline, and
decreases survival (Kuner et al., 2005). Furthermore,
post-mortem observations revealed that the normally
reduced fraction of GluR2 among the AMPA receptors
of motoneurons is not observed in ALS patients (Kawa-
hara et al., 2003). This may be a compensation of the
low efficiency of RNA-editing of GIuR2 transcripts in
ALS (Kawahara et al,, 2004). These results strongly
support the notion that Ca®>"-permeable AMPA receptor-
mediated excitotoxicity is closely linked to the vulnerabil-
ity of spinal motoneurons in ALS.

Another pathway for calcium entry is through acti-
vation of voltage-dependant calcium channels upon
depolarization and firing. A hyperexcitability of SODI
motoneurons in culture was recently described involving
the persistent sodium current (Kuo et al., 2004, 2005; Pieri
et al., 2003a). It was also shown that the SOD1°%** muta-
tion favors the expression of GluR3 and GluR4 flip iso-
forms of AMPA receptors (Spalloni et al., 2004) and
AMPA receptor channels in SOD1%?** motoneurons have

a greater permeability to sodium, but not to calcium, than
those in wild-type motoneurons (Pieri et al., 2003b).

3. Early abnormalities in SOD1 mice

In SOD19?** mice (high expressor line), the fragmenta-
tion of the golgi apparatus of motor neurons was observed
as early as 31 days of age (Mourelatos et al., 1996) but the
authors did not examine before this time point. This may
have important implications for AMPA receptor traffick-
ing and synaptic clustering (Cuadra et al., 2004).

In this model, a loss of functional motor units appeared
at 47-50 days of age (Frey et al., 2000; Kennel et al., 1996).
Then, degenerating axons are observed at around 80-100
days. The question could be addressed on why, in this
mouse model, axon terminals disconnect from muscular
fibres in the post-maturational period of the neuromuscu-
lar junction? A progressive degeneration of lumbar moto-
neurons in SOD19?** transgenic mice has been suggested
to begin at birth (Lowry et al., 2001) but this was not con-
firmed by other studies (Wengenack et al., 2004). In
SOD19%R model, degenerating axons have been seen late
at 6.5 months of age (Bruijn et al., 1997). It would be of
interest to determine precisely when the loss of neuromus-
cular junction begins in SODI19**R mice, although one
could expect that neuromuscular synapses start to discon-
nect a short time before degenerating axons were observed,
i.e. in around 5-6 months old mice. Finally, clinical symp-
toms appear in all models when a large proportion of
motoneurons have already begun their journey on the
degenerating pathway.

3.1. Early motor defects

The earliest functional deficits that have been reported
to date for SODI transgenic mice concerns the motor
impairments observed in post-natal SODI®*®R mice
(Amendola et al., 2004). Behavioral tests performed on
pups showed a significant delay in righting and hind paw
grasping responses during the first postnatal week, suggest-
ing a transient motor deficit in mutant mice. On the con-
trary, maturation of sensorial properties related to
vibrissae and labyrinthine functions seems to be in advance
in SOD1 mice (Amendola et al., 2004). Consequences of
these developmental alterations are not known. i.e., it
could be questioned whether SOD1 pups are walking nor-
mally. An early subtle change in the walking gait of
SOD19%A mice (8-weeks old) was recently detected in a
treadmill assay and even gait abnormalities could be evi-
dent prior to 8 weeks, according to the authors (Wooley
et al., 2005).

4. Early alteration of the electrophysiological properties of
spinal motor circuitry

In a series of experiments in an in vitro brainstem/spinal
cord preparation from postnatal SOD1 mice, we observed
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that fictive locomotion could not be normally induced by ~ not from SOD19**R mice (see Fig. 1). No activity or only
pharmacological agents (Amendola et al., 2004). transient bursting or tonic activities were obtained in lum-
bar roots recorded from SOD1°%® preparation (Amen-
4.1. Lumbar circuitry is affected in the neonate SODI mouse  dola et al., 2004). In contrast to lumbar segments, all
but not sacral circuitry recorded sacral roots exhibited similar rhythmic activities
between control and SOD1%® mice during NMDA and
The activation of spinal networks in SOD1 and control 5-HT application and these rhythmic activities alternated
mice was studied using a cocktail of N-methyl-prL-aspartate ~ between opposite roots. Thus, during application of
(NMDA) and serotonin (5-HT), superfused in a chamber = NMDA and 5-HT, the lack of alternate rhythmic affected
containing both control and SODI brainstem/spinal cord solely the lumbar segments from SOD1°%R mice.
preparations. This cocktail of neuro-active substances It seems unlikely that the lack of pharmacologically-
induced reversible alternate rhythmic activity in opposite  induced rhythmic motor pattern in SOD1°%® mice could
(left/right) lumbar roots recorded from control mice but  be due to differences in the genetic background since the

A B

NMA 10uM + 5-HT 5uM

100s

Antidromic AP
lumbar spinal neuron
Motoneuron

C D 7 WT
WT 5 J’\'m‘m‘l‘u‘uL
= -70mV
—(_______.i g SOD I | 20 mV
-70 mV =
SOD 1 10 mV ‘é"
65 mV = -75mV
| 0.2 nA | L
- | — | 1 nA
50 ms Injected current 100 ms

Fig. 1. Modifications of the electrophysiological properties of spinal circuitry in SOD1°%® pups. (A) Schematic representation of the investigated spinal
elements in an entire in vitro brainstem/spinal cord preparation and illustrated in a cross-section view. Lumbar motoneurons and lumbar central pattern
generators (CPG) express early defects in the ALS animals whereas no differences were observed between the wild-type (WT) and the mutant animals
(SODI1%R) for the activity of the sacral ventral roots evoked by bath application of NMDA and 5-HT (sacral CPG). The characteristics of the
antidromic action potentials (AP) of lumbar motoneurons and the electrophysiological characteristics of spinal interneurons (input resistance and gain of
the F-I curve) were similar in both strains. The monosynaptic response of lumbar motoneurons to electrical stimulation of afferent fibres was also similar
between SOD1 and control pups whereas the polysynaptic responses involving spinal interneurons were prolonged. Not affected elements are represented
in green. (B) The pharmacological activation of the lumbar CPG proved impossible in the mutant animals (increasing the concentrations of NMDA and 5-
HT induced tonic activation), whereas alternated rhythmic activity could be induced by NMDA 10 uM and 5-HT 5 uM in the control animals (adapted
from Amendola et al., 2004). (C) The mean input resistance of SOD1%%R motoneurons is smaller than that of control animals as shown in these two
responses of motoneurons to an identical depolarizing current pulse. The motoneuron of the wild type mouse is at the verge of firing, whereas the
motoneuron of the mutant mouse is slightly depolarized. (D) The slope of the F-I relationship of the mutant’s motoneurons ranged from 7.8 to 17.8
Hz/nA, whereas 50% of the control motoneurons’ gain was greater than 17.8 Hz/nA. Therefore, the mutation reduces the slope of the F-I relation of
motoneurons, but not that of spinal interneurons.



216 J. Durand et al. | Journal of Physiology - Paris 99 (2006) 211-220

rhythmical motor pattern classically evoked in the in vitro
brainstem/spinal cord isolated preparation using applica-
tion of a combination of NMDA and 5-HT has been
described in a number of species including different strains
of mice (C3H: Cazalets et al., 2000, Balb C: Jiang et al.,
1999, C57Bl6: Kullander et al., 2003, Swiss Webster: Whe-
lan et al., 2000). Moreover the lack of rhythmicity doesn’t
concern the sacral segments in which motoneurons seem to
be spared by the degeneration. This is a strong argument to
link these early abnormalities to the disease and conse-
quently to the mutation. In human with ALS, the functions
of bladder and pelvic sphincters are often intact until the
latest stage of the illness. A study on SOD1°”** mouse
showed that motoneurons of the bulbocavernosus nuclei
(homologous to Onuf’s nucleus) are spared by the degener-
ation (Hamson et al., 2002). Altogether, these results sug-
gest that the early alteration in the ALS mutant are
strongly affecting lumbar networks whereas sacral circuitry
is preserved.

4.2. Maturation of descending pathways

A delay in the maturation of descending pathways con-
trolling the spinal networks may explain the early motor
deficits observed in mutant mice. This would have impor-
tant consequences for the development of motoneurons.
The clinical features of ALS usually include a combination
of upper and lower motor neuron dysfunction. A progres-
sive decline in the corticospinal and bulbospinal (including
reticulo-, rubro- and vestibulo-spinal) projections has been
described in SOD19%*# transgenic mice prior to the onset
of clinical signs (Zang and Cheema, 2002). There is also
neurodegeneration in the substantia nigra where dopami-
nergic neurons are lost, at the end-stages of the disease
(Kostic et al., 1997) and compensatory mechanisms occur
in striatum (Azzouz et al., 1999). In SOD19%R mice, neu-
ronal abnormalities are not limited to the spinal cord but
also involve the brainstem (Bruijn et al., 1997, 1998).

5. Electrical properties of SOD1 motoneurons

Alterations in electrical properties of motoneurons may
accompany degenerative processes before the onset of the
disease. Recent studies revealed an hyperexcitability of
mutant SOD19?** spinal motoneurons in culture and
organotypic slice culture (Kuo et al., 2004; Pieri et al.,
2003a). Mutant SODI1 cells were characterized by
enhanced intrinsic excitability with a marked increased in
the slope of the F-I relationship (Kuo et al., 2004, 2005;
Pieri et al., 2003a). It was concluded that this hyperexcit-
ability involves Na™ persistent current and may play a cru-
cial role in the pathogenesis of ALS as the motoneurons
were cultured for several weeks, and considered to be in
a presymptomatic state.

In a recent work (Bories et al., submitted for publica-
tion), the electrical properties of SODI1 and control non
transgenic lumbar motoneurons of 6-10 days old animals

have been investigated using the in vitro brain stem/spinal
cord preparation. Although the characteristics of action
potentials were similar in both strains, the slope of F/I
curves was steeper in controls than in SOD1 motoneurons
(see Fig. 1) and the mean input resistance of SOD1 lumbar
motoneurons was significantly lower than that of control
motoneurons, suggesting either morphological changes
(larger lumbar SOD1 motoneurons) or differences in leak
channel density.

These differences in input resistance and gain of moto-
neurons that have been observed between lumbar motoneu-
rons of the two strains were not found between spinal
interneurons recorded during the course of these experi-
ments. These differences were therefore specific to motoneu-
rons. Such electrical changes might be due to large dendritic
extensions which have been described in abnormal condi-
tions such as axotomy (Rose and Odlozinski, 1998).

6. Synaptic activation of SOD1 motoneurons

An alteration or dysfunction of AMPA receptors at the
motoneuronal level might be detected by recordings the
dorsal root-evoked excitatory post-synaptic potentials
(EPSPs) in motoneurons. EPSPs were studied in lumbar
motoneurons following dorsal root stimulation (Bories
et al., submitted for publication). No difference was
observed for most EPSPs characteristics when low stimulus
intensities were used. However, with higher stimulus inten-
sity—probably activating polysynaptic pathways—the
duration of dorsal root-evoked EPSPs was much longer
in SOD1 mice. A prolonged synaptic potential was
described in striatal neurons in presymptomatic period in
Huntington’s disease from transgenic mice (Klapstein
et al., 2001; Laforet et al., 2001). Several hypotheses may
account for the prolonged EPSP recorded in SOD19%R
motoneurons. They may be due to disturbance in local cir-
cuits, “abnormal” AMPA receptor-associated channel
activity (Kawahara et al., 2004; Pieri et al., 2003b), altera-
tions in sodium or calcium persistent inward currents (Kuo
et al., 2005) or to alterations of glutamate transporters
(Cleveland and Rothstein, 2001). In this very early period
(postnatal P6-P10), AMPA receptors seem not to be
altered since monosynaptic EPSPs evoked by dorsal root
stimulation were similar in control and SOD1 mice.

7. Conclusion

The earliest abnormalities observed in SOD1 mutant
mice were detected in the G85R model during the matura-
tion of motor systems. Behavioural tests showed delayed
reflex responses in mutant SOD1°%® mice during the first
postnatal week (Amendola et al., 2004). Further investiga-
tions are needed to detect functional postural and motor
deficits in the second postnatal week, when mice begin to
weight-bear and walk, in order to evaluate the impact of
early plasticity on the developing motor system of these
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transgenic mice. The lumbar motor network seems to be
affected in SOD1 mice very early since pharmacological
agents known to induce fictive locomotion in normal
mice are ineffective in the mutant between postnatal days
P3-P6, the analyzed period (Amendola et al., 2004). We
hypothesize a transient delay in the maturation of descend-
ing pathways. During normal development, the decrease
of motoneuronal hyperexcitability correlates with the
increases in excitatory supraspinal and segmental afferent
inputs (Navarrette and Vrbova, 1993).

Alterations in electrical properties of SOD1 motoneu-
rons when mice start to weight-bear and walk concern
the input resistances and the slope of I/F relationship of
the motoneurons. A lower resistance may indicate larger
motoneurons. Usually, immature motoneurons are smaller
and have higher input resistances. All indicate that matura-
tion of motoneurons in SOD1 mice occurs but compensa-
tory mechanisms may already be present locally due to
spinal plasticity. The observation that polysynaptic activa-
tion present a longer duration could be signs of spinal plas-
ticity. Interestingly, SODI1 activity has been linked to
intense synapse formation (but not neural growth) during
metamorphosis of the sphinx moth (Schachtner et al.,
2004), suggesting a possible interaction between SODI1
activity and networks maturation. A reduced excitability
of SOD1 motoneurons may reflect a protection of the
motoneuron against the activity-induced toxicity during
the critical period of their development (Hausmanowa-Pet-
rusewicz and Vrbova, 2005).

At the time of development, motor axons are far from
degeneration in G85R model since degenerating axons
have been seen at 6.5 months of age, that is 1 month before
disease onset (Bruijn et al., 1997, 1998; Williamson and
Cleveland, 1999). In SOD19?** mice (with disease onset
at 110-130 days), axons degenerate at around 80-100 days
but neuromuscular junctions start to uncouple at around
50 days (Frey et al., 2000; Kennel et al., 1996). Sprouting
at neuromuscular synaptic endings occurs in human ALS
(Gordon et al., 2004; Schmied et al., 1999). It also occurs
in SODI1 mice (Gurney et al., 1994) before disease onset
and at relative late presymptomatic stages. This is again
a compensatory mechanism to palliate for the earlier dis-
connection. The breaking of the tight neuromuscular junc-
tion is possibly a key to understanding the preferred
motoneuron degeneration, as the muscle-nerve neurotro-
phic interactions are broken with the junctions. Further-
more, muscle cells of ALS patients overexpress several
proteins, among which NOGO-A, an inhibitor of axonal
growth (Dupuis et al., 2002; Jokic et al., 2005). It was
recently suggested that the timing of developmental
changes in motoneurons and muscles is critical for their
survival (Hausmanowa-Petrusewicz and Vrbova, 2005).
Differences in action potential firing in motor axons may
have consequences on the synapse tightening between
nerve endings and muscles via the terminal Schwann cells,
which are specialized glia that ensheat the synaptic junction
(see Fields and Stevens-Graham, 2002).

In conclusion, our results show that SOD1°*R moto-

neurons present very early altered electrophysiological
properties which have to be decorticated and their origin
to be determined. Whether or not these alterations are
transient, they occur during the maturation of neuromus-
cular junctions and may have great importance for motor
unit integrity. An early hypoexcitability in mutant moto-
neurons might be the counterpart of the hyperexcitability
observed later in the remaining motoneurons. Indeed it is
crucial to detect such very early changes in other mouse
models such as the G93A where the disease appears earlier.

Many sources including repetitive motor neuron firing,
increased sodium entry, AMPA receptors dysfunction
and/or glutamate accumulation in the extracellular space
may lead to abnormal intracellular calcium concentration.
An early altered discharge firing may have implications on
cytosolic free-Ca*" homeostasis which is known to be an
early event contributing to the pathogenesis of ALS. A
number of abnormalities might be the consequences of
abnormal calcium homeostasis, such as oxidative stress,
reactive oxygen species production, glial glutamate trans-
porter dysfunction, conformational changes in mutant
SODI1, misfolding, aggregates formation and apoptosis
with cascade of caspases leading to the death of motor neu-
rons (Bruijn et al., 2004; Tateno et al., 2004). Signs of acti-
vation of a programmed cell death pathway were found
in vitro (Raoul et al., 2002) and in vivo in a low expressor
line of SOD1°%*2 mice at 60 days of age (Wengenack et al.,
2004). These very early alterations might provide a new key
for the understanding of the pathogenesis of ALS. Identifi-
cation of the earliest alterations in ion conductances, mor-
phology and discharge properties of spinal motoneurons of
SODI1 transgenic mice may lead to determine the origin of
toxic properties responsible for the degeneration of moto-
neurons during the disease.
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INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a human neurodegenerative disease char-
acterized by a selective loss of motor neurons in spinal cord, brainstem and motor
cortex. Mutation of Cu/Zn-superoxide dismutase (SODI1) is one proven cause of
familial ALS (25). Although more than 110 mutations in the SODI1 gene are known
to be responsible for ALS, only a subset of familial ALS cases is related to dominant
missense mutations of SOD1 gene. However, sporadic and familial forms of the dis-
ease are clinically indistinguishable suggesting that they may share common mech-
anisms (7, 9). The initial mechanisms underlying the progressive degeneration of
motoneurons and the disconnection between motor axons and muscular fibres can be
studied in transgenic mouse models of ALS (7, 9, 12). We have detected early abnor-
malities during the maturation of motor systems in the SOD19%R transgenic mouse
model (1, 11). Further, we have recently shown that the mean input resistance of
motoneurons from SOD1%®R mice was lower than that of wild type animals where-
as their membrane capacitance was increased, suggesting a larger size of SOD19%®
motoneurons (3). In the present work, we tested this hypothesis using intracellular
staining. On the other hand, the gain of lumbar motoneurons from SOD1%R mouse
pups was found to be lower than that of WT pups (3). It has been well established
that activation of persistent inwards currents influence the gain of motoneurons (13,
19). Furthermore, an intrinsic hyperexcitability of mutant spinal motoneurons has
been described in culture and organotypic slice culture derived from embryonic or
neonate SOD1%%4 mice (17, 18, 23). An increased persistent sodium inward current
was involved in this hyperexcitability (18). Thus, we are studying the repetitive fir-
ing of the developing motoneurons and we report the effects of Riluzole, a blocker
of persistent inward sodium current (26), on the discharge properties of motoneurons
from SOD19%R and SOD1%%3*4 mice.
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METHODS

All surgical and experimental procedures were in conformity with the European Communities
council directive (86/609/EEC). Some of the experimental procedures were described previously
(1, 3). The SOD1%%R line 148 (6, 7, 27), SOD19%4 -low expressor line (10), Hb9-eGFP (14) and
double SODI19%*4/Hb9-eGFP transgenic mice were generously provided by U382 INSERM-
Marseille. The same length of gestation was observed for wild type and transgenic mice. Postnatal
day 0 (PO) was defined as the first 24 hrs after birth.

Isolated brainstem spinal cord preparation of neonate mice

Briefly, pups at postnatal days (P3-P10) were anesthetized by hypothermia. They were then
decerebrated at a post-collicular level, eviscerated and pinned down onto a Petri dish. Dorsal cran-
iotomy and laminectomy were performed, allowing the spinal cord and brainstem to be removed,
placed in a recording chamber, and perfused with an artificial cerebrospinal fluid (ACSF) contain-
ing in mM: NaCl, 130; KCl, 4; MgCI2, 1.2; CaCl2, 4; NaH2PO4, 1; NaHCO3, 25; glucose, 30;
oxygenated with a 95% 02-5% CO2 mixture, adjusted to pH 7.4. The temperature of bath solution
was kept at 24°C by a servo-controller (Harvard TC-202A).

Slice preparation

Following the isolation of the spinal cord in the dissecting artificial cerebrospinal fluid as
described above, the lumbar enlargement was then isolated and placed in a block of agar (2%) and
mounted in a vibrating microtome (Leica 1000 VT). Slices (350-400 um thick) were cut and placed
in a recovery ACSF for 30 min. Individual slices were then transferred to a recording chamber, con-
tinuously perfused with recording ACSFE. Motoneurons were visualized using infrared differential
interference contrast microscopy with an Olympus BXS51 upright microscope and a Hamamatsu
camera. In the case of double transgenic SOD1%4/Hb9-eGFP mice, motoneurons were identified
with GFP epifluorescence.

Electrophysiology

In the entire isolated spinal cord preparation, micropipettes for intracellular recording were
filled with potassium acetate 2M and their resistances ranged between 80 and 130 Mohms.

The motoneurons were identified by their antidromic action potential evoked following the elec-
trical stimulation of the cut ventral root L5. The fifth lumbar root has been chosen because it con-
cerns fewer pools (thus less heterogeneous populations) compared to L1-L4 lumbar roots in the
mouse (21). Motoneurons were impaled using the same angle and depth of penetrations (150-450
um) from the ventral cord surface corresponding to the caudal part of the fifth lumbar segment.
Thus, motoneuronal pools of the intrinsic musculature of the foot were particularly targeted (21).
However, the nature (extensor or flexor) of the innervated muscles could not be determined in our
experiments. Intracellular potentials were amplified with an Axoclamp-2B in current clamp
(Bridge or DCC modes) and digitized at 10 kHz by A/D converter. The discharge of motoneurons
was studied using current ramp protocols (slope: 0.22 — 1.47 nA/s; duration: 5.4 — 10.8 s).

In slice preparation, whole cell patch-clamp recordings were made from GFP positive motoneu-
rons or presumed motoneurons (large cells in the ventro-lateral region of spinal cord) or. Patch
electrodes (resistance 5-6 M) were pulled on a Sutter P97 puller (Sutter Instrument company, CA,
USA). Signals recorded using whole cell patch-clamp techniques were amplified and filtered using
an Axoclamp 2B (Axon Instruments, CA, USA). Amplified signals were acquired at 10 kHz using
a digidata 1322A converter and pClamp softwares (Axon Instruments).

Morphology

Motoneurons intracellularly recorded in the entire brainstem/spinal cord preparation were
stained using electrodes filled with 2M-K-acetate and 4% neurobiotin. One to two hours after
labelling of the motoneuron, the spinal cord was immersed in fixative (4% paraformaldehyde)
overnight at 4°C and the blocks were then rinced with PBS (pH 7.4). Each block was placed on a
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sliding microtome and cut in the transversal plane at 75um thickness. Sections were mounted on
slides and air-dried overnight. Neurobiotin was visualized using a standard avidin-HRP-
diaminobenzidine staining procedure. Labelled motoneurons were reconstructed from serial sec-
tions (75 pum thick) first on a microscope equipped with camera lucida attachment and then on a
microscope equipped with a computer interfaced motorized stage and z-axis optical encoder using
Neurolucida software. The boundaries of transversal spinal cord sections were also traced as illus-
trated in Fig. 2.

For statistical analysis, non-parametric exact tests (permutation with general scores test) or the
non parametric Mann-Whitney U test were used (StatXact 7.0 software). Unless otherwise stated,
the results are expressed as mean =+ sd.

RESULTS

Morphology of mutant motoneurons

Intracellular labelling with neurobiotin were obtained from antidromically identi-
fied lumbar motoneurons (n=17) on in vitro neonatal entire brainstem/spinal cord
preparation. Each motoneuron was characterized by its electrical and morphological
properties (figg. 1A-1E,). The large motoneurons were targeted since motoneurons
with low input resistances (< 15 MQ) were preferentially impaired in the transgenic
animals (3) and that fast-fatigable motoneurons are first affected in both SOD 193}
and SOD19%A mice (24).

The position and dendritic extension of labelled motoneurons relative to the ven-
tral horn in the transversal plane was thus precisely determined as illustrated in fig-
ure 1E,. The labelled motoneurons were located within the same ventro-lateral
region and directions of the dendrites depend on the precise location of the cell bod-
ies. The dendrites mainly projected in three directions (dorsal, dorso-lateral and
median) when the soma was in close proximity to the ventral horn boundary (Figg.
2A and 2C) whereas dendrites also extend ventrally when the soma was located in a
central location within the pool (Figs. 2B and 2D).

In the transversal plane, the dendritic arborizations extended up to the ventro-lat-
eral borders of the cord; some dendritic terminations were found near the middle line
and others in a distant dorsal region of the spinal cord. In the rostro-caudal plane, the
labelled motoneurons were reconstructed from six to ten sections corresponding to a
rostrocaudal extension of 450 to 750 pum.

The soma size, number and diameter of primary dendrites were comparable in WT
(n=9) and SOD19%R (n=8) motoneurons. For the WT motoneurons, the soma diam-
eter (30.6 + 3.5 um), soma area (742 = 178 um?), the estimated membrane surface
area (P.D?=2967 + 711 um?), the number of primary dendrites (7,33 = 1.32) and their
mean diameter (4.99 + 1.17 um) were similar to those already published for devel-
oping lumbar motoneurons in mice (20). These values were not significantly differ-
ent from those obtained from SOD1%%R motoneurons: soma diameter (28.84 + 6.51
um), soma area (682 = 305 um?), estimated membrane surface area (P.D?>= 2729 +
1221 pum?), number of primary dendrites (7.13 = 1.45) and mean diameter of stem
dendrites (5 = 1.1 um).
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Fig. 1. - Electrical and morphological characterization of identified lumbar motoneurons recorded from
postnatal mice.

A-E, all the data were obtained from the same motoneuron recorded from a P9 WT mouse.

A: Antidromic action potential (AP) elicited by the ventral root stimulation of the fifth lumbar segment
(L5). Scale bars Ims and 10mV. Resting membrane potential, Vm= -65mV.

B: Voltage deflections (top traces) recorded in response to a 350 ms test-pulse (-0.4 to 0.4 nA). No sag
was observed in this range of current intensity. Only five traces derived from current steps of 0.05nA are
illustrated. For this motoneuron, R, was of 10.7 MQ2. Scale bars SmV, 0.4nA and 50ms.

C: Firing pattern obtained in response to long lasting (800ms) pulse of current (2.4 nA). The gain of this
motoneuron was of 13.3 Hz.nA"! and the maximum firing frequency was 38.8 Hz. Scale bars 20mV, 2nA
and 100ms.

D: Firing pattern elicited by triangular ramp stimulation. Note the firing rate adaptation on the descend-
ing phase indicating a clock-wise hysteresis (see fig. 4A). Scale bars 20mV, 1nA and 250ms.

E,: Digital image from a transverse section of 75um thick containing the soma filled with neurobiotin
after electrophysiological recordings. Motor axon is not visible within this focal plane.

E,: Transversal view of the digitized reconstruction of the same motoneuron showing the dendritic trees.
Note the ventro-lateral location of the motoneuron also illustrated at a larger scale in fig. 2B.

F: Example of motoneurons coupled by gap junction and shown in a transverse section obtained from P8
SOD19%R mouse. In some cases, a single intracellular injection of neurobiotin gave rise to several stained
motoneurons precluding the 3D reconstruction. For these cells only the soma and primary dendrite diam-
eters were obtained. Obj: 20x. Numerical zoom: 2x.

The total number of fully reconstructed cells (n=9 out of 17) was limited due to
multiple staining indicating the presence of gap junctions (see Fig. 1F). The maxi-
mum difference of input resistances between WT and SOD19%R motoneurons was
found during P8-P9 period (3). We thus focused on the comparison of morphologi-
cal properties during this period. At postnatal days 8-9 (P8-P9), full reconstructions
using neurolucida were made in four cases (2 WT and 2 SOD 18R, see Fig. 2). These
motoneurons have a comparable number of primary dendrites (n=8 in the two
SOD198R motoneurons, n=7 and n=9 for the WT cases), similar mean diameters of
primary dendrites and same dendritic projections according to the position of the
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Fig. 2. - Morphological differences between lumbar motoneurons from WT and SOD1°F mice.

A, B, C and D are two-dimensionnal projections of 4 digitized and fully reconstructed motoneurons. All
the motoneurons were localized in the lateral part of the ventral horn (see fig. 1F). Same scale bars for
all motoneurons, 125 ym.

A, B: Motoneurons obtained from WT mice (P9 and P8, respectively for A and B). Total dendritic length:
16771 um and 13762 um. Total dendritic membrane surface: 39978 um? and 32653 um?. Numbers of
branching points: 83 and 92. Numbers of terminals: 93 and 103 respectively for A and B.

C, D: Motoneurons obtained from SOD19%R mice (P8 and P9, respectively for C and D). Total dendritic
length: 20682 um and 25262 um. Total dendritic membrane surface: 39593 ym? and 46589 um? Numbers
of branching points: 147 and 154. Numbers of terminals: 162 and 172 respectively for C and D.

Note that for comparable morphology in term of dendrites directions and projections (A vs C, and B vs
D), metric and topologic parameters were higher in SOD19%R motoneurons.

soma in the nucleus. The longest dendritic path from soma to termination was simi-
lar in SOD19%R (653 + 52 um) and WT motoneurons (649 + 116 um). However dif-
ferences were found between WT and SOD19%R dendritic trees for most others met-
ric and topologic parameters (Table 1).
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Table 1. - Comparison of morphometric parameters in P8-9 motoneurons

Total Dendritic Total Dendritic ~ Total branching Total Maximum
Path length membrane Surface points terminations  branch order
15267 £2128 um 36316 + 5180 um? 88+ 6 98 +7 9=+1
SODlG85R 22972 £3239 um 43091 + 4947 um? 1515 167 =7 15+4

[} 104 ] ] B} A[H] 1] £aH] e 1] 104 ]| el 100 i
fpam) fpm)

Fig. 3. - Dendrites from SOD19F [umbar motoneurons were more develop and more complex compared

to WT during the P8-P9 period.

These dendrograms (bidimensionnal schematic representation) reveals that the dendrites are more com-
plex in SOD1%® motoneuron than in WT. Each dendrite was plotted as a function of the distance from

the soma (in um).

A, B: Dendrograms of the motoneurons shown in figure 2A and 2C. Note that for the WT motoneuron
the mean length of dendritic trees was lower compared to SOD19%R motoneurons as well as the number
of branching nodes and terminals. Note that the number of primary dendrites was comparable (n=9 and

n=8) as well as the maximal extension of the longest dendrites.
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A highly complex morphology of dendrites was found in SOD19%® compared to
the WT motoneurons as shown in Figs. 2 and 3. Dendrograms in Fig. 3 A, B illus-
trate examples to emphasize the differences in the complexities of dendritic trees
between WT and SOD1%® motoneurons. Thus, the morphology of motoneurons
from SOD1%¥® mice displays important modifications at the postnatal period when
we have found differences in input resistances (3).

Electrical properties of postnatal motoneurons during ramp current injection

Another difference in electrical properties concerned the lower gain of SOD168R
motoneurons (3). In this set of experiments, we compared the electrical properties of
WT and SOD19%® motoneurons during ramp current injection.

Four different patterns of discharge were recorded in response to current ramp
stimulation both for WT (n=19) and SOD1%%® (n=19) motoneurons. Since develop-
mental changes are likely to occur during the time period we investigated (P3-P10),
recordings were obtained from WT and SODI1%R mice from similar numbers of
motoneurons at the different ages, P3-P6: n=12 (WT) and n=10 (SOD1); P7-P10:
n=7 (WT) and n=9 (SOD1). Figure 4 illustrates the different types of discharge that
were recorded (left), with their corresponding F-I curves plotted for the depolarizing
(filled triangles; up) and repolarizing (empty triangles, down) phases of the ramp. A
clockwise hysteresis as shown by F-I curve (Fig. 4A) was observed in 8 WT and 5
SOD1%%R motoneurons whereas a counter-clockwise (Fig. 4D) was seen in 5 WT
and 4 SOD19%® motoneurons. Concerning the linear patterns of discharge (Fig. 4 B
and C), they were obtained from 6 WT (3 with sustained firing) and 10 SOD193®
motoneurons (2 with sustained firing). The different patterns of discharge were
equally distributed in both WT and SOD19%® motoneurons in our experimental con-
ditions.

Effect of Riluzole on the discharge pattern of SODI lumbar motoneurons

In this set of experiments, we compared the effects of Riluzole on SOD1%%R (n=5)
and SOD1%%4 (n=2) motoneurons recorded in slices and submitted to two different
stimulus protocols: a fast depolarizing constant current step (duration: 1s) inducing
a continuous discharge of the motoneuron and a slow progressive depolarizing and
repolarizing current (ramp protocol) lasting four seconds each way, allowing for
spike frequency adaptation processes. This procedure was used to study the response
of SOD1%R (Fig 5) and SOD1%"4 / Hb9-eGFP (Fig 6) motoneurons during bath
application of Riluzole.

At low doses (5uM, Fig 5), Riluzole induced a reversible reduction of the adapt-
ed discharge frequency induced by the depolarizing step (Fig. 5, A2 and C). The
ramp protocol (Fig. 5, D1-D3) showed a progressive inactivation of spiking, starting
with the maximum current values, extending progressively to the repolarization
phase until a complete blockade was obtained 30 minutes after the start of the perfu-
sion. At this stage, the membrane potential time-course was not ohmic and displayed
a rounded shape probably due to an unaffected underlying membrane current. After
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Fig. 4. - Four patterns of discharge were recorded in response to current ramp stimulation both for WT
and SOD 1%k motoneurons.

A-D: Responses of 4 motoneurons (top traces) to a ramp current injections (bottom traces). Currents at
spike recruitment and derecruitment are given under the dotted-lines. Graphs on the right part are plots
of the instantaneous firing frequency as a function of the intensity of the injected current.

A: Clock-wise hysteresis pattern recorded from a P9 motoneuron; note the firing rate adaptation on the
descending phase. Scale bars, 250ms and 20mV. Ramp duration 8.1 s, maximal intensity of injected cur-
rent 3.6 nA.

B: Linear F-I relationship recorded from a P7 motoneuron; note the firing frequency curves that overlap
on the ascending and descending phases. Scale bars, 500ms and 20mV. Ramp duration 10.8 s, maximal
intensity of injected current 1.5 nA.

C: Linear F-I relationship with sustained firing on the descending part recorded from a P5 motoneuron.
Scale bars, 250ms and 20mV. Ramp duration 5.4 s, maximal intensity of injected current 1.45 nA.

D: Counter clock-wise hysteresis pattern recorded from a P9 motoneuron. Note the acceleration of fir-
ing frequency on the descending part compared to the ascending one. Scale bars, 250ms and 20mV.
Ramp duration 8.1 s, maximal intensity of injected current 1.15 nA.



POSTNATAL ELECTRICAL AND MORPHOLOGICAL ABNORMALITIES 319

washing, instantaneous firing frequency returned to control values but the motoneu-
ronal response to the same current pulse started and terminated earlier even after 1 h
washout (Fig. 5, D3).

Similar results were observed on WT (n=7) and SOD1%34 / Hb9-eGFP (n=2). As
shown on fig 6C, the motoneurons in the lateral part of the ventral horn can be unam-
biguously identified by the presence of green fluorescent protein (GFP). Applying
larger doses of Riluzole (10 uM) resulted in a fast (less than 3 minutes) and complete
blockade of both the pulse (Fig. 6A) and the ramp (Fig. 6D) responses. In the case
of the ramp response, the membrane potential time course after spike blockade was
strictly ohmic (Fig. 6, D2), indicating a complete blockade of depolarizing (inward)
membrane currents. Returning to standard perfusion medium induced partial recov-
ery of the continuous discharge. The instantaneous firing frequency remained much
lower than control values during both pulse and ramp stimulations. Furthermore, the
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Fig. 5. - Effects of Riluzole on the repetitive discharge of a SOD1°®F motoneuron.

A1-A3: Repetitive firing of a SOD19%® motoneuron (P8) in response to a pulse of current (2.5nA - 1s,
bottom trace), before (A1), during (A2) and after (A3) the application of Riluzole (5 pM). Scale bars,
150ms and 30mV.

B: DIC infrared red photomicrograph of the recorded motoneuron (40x). The patch electrode (black
arrow) was placed in contact to the soma of the motoneuron (white arrow).

C: Analysis of the instantaneous spike discharge frequency during the pulse of current illustrated in A.
The instantaneous frequency of discharge was plotted as a function of time. Note that Riluzole applica-
tion lowers the spike frequency revealing the implication of persistant Na* conductances in the repetitive
firing.

D1-D3: Effect of Riluzole (same application than in A) on the motoneuron submitted to current ramp
protocol. Note that the blockade of spiking was progressive and thorough. The fact that spiking was com-
pletely abolished suggests that Riluzole has also affected the Na* voltage sensitive channels. Scale bars,
1s, 4nA and 30mV.
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discharge, which was symetrical on control recordings, became assymetrical with
sustained firing during the repolarizing phase (Fig, 6, C and D3).

DISCUSSION

The passive and active electrical properties of motoneurons from SOD1%%R mice
were previously compared to those of wild type animals (3, 11). On the basis of elec-
trical data on input resistance and membrane time constant measurements, we
hypothesized that motoneurons from transgenic animals should be larger than that of
WT, at the beginning of the second postnatal week (3). In the present work we found
that the soma size, number and mean diameter of primary dendrites was comparable
in both samples of motoneurons (n=9 for WT and n=8 for SOD1%%R), However, the
full 3D reconstructions of two motoneurons in each sample at postnatal ages P8-9
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Fig. 6. - Effects of Riluzole on the repetitive discharge of a SOD1%** /JHb9-<"" motoneuron.

A1-A3: Repetitive firing of the motoneuron in response to a pulse of current (1nA- 1sec, bottom trace),
before (Al), after 3 minutes of perfusion of Riluzole 10 uM (A2) and after returning to standard perfu-
sion (A3). Note the quick and complete blockade of discharge by Riluzole in A2. Calibration bars: 20
mV; 200 ms.

B: Photomicrographs of the recorded motoneuron (40x) with DIC infrared optics (upper) and with GFP
fluorescence (lower). The recorded motoneuron is indicated with an arrowhead. Calibration bars: 50 pm.
C: Graphs of the instantaneous spike frequencies plotted as a function of time corresponding to the
responses illustrated in D1 and D3. Same ramp as in D (1 nA; 1 s).
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showed that dendritic trees in motoneurons from SOD1%R mice had more branch-
ing nodes and terminals. They were also larger in terms of dendritic length and mem-
brane surface area confirming the previous hypothesis. Whether these morphologi-
cal alterations are due to a delayed maturation of supraspinal descending pathways
or to a peripheral perturbation at the neuromuscular junction have yet to be deter-
mined. Whatever their origin, such morphological modifications like the higher
number of branching nodes in the dendrites may have important functional implica-
tions for the motoneuron electrical behaviour (4, 15, 16).

Concerning the electrophysiological recordings, our results show that developing
lumbar motoneurons from both WT and SOD1%%R mice displayed the four types of
frequency vs intensity (F-I) relationships, as described in adult animals (2, 8).
Furthermore, two types of discharge among them (counter clockwise and linear with
sustained firing) suggest the presence of persistent inward currents (2, 8). The gain
of motoneurons from SOD19%R mice was affected in this postnatal period (3). Since
activation of persistent inward currents modulate the slope of the (F-I) relationship
(13, 19) and that the sodium persistent inward current has been involved in the tox-
icity of motoneurons in ALS models (18), we compared the effects of Riluzole on the
discharge properties of WT, SOD19%R and SOD1%%** motoneurons. No differences
were seen with Riluzole during this postnatal period between the different groups of
motoneurons in our experimental conditions. The blocking effect of Riluzole on the
discharge of motoneurons was similar to that already described (22). We are now
investigating whether the persistent inward calcium currents through the L-type cal-
cium channels may be involved in the lower gain of motoneurons in SOD1 mouse
pups. The present results confirm previous studies (1, 3, 11) that the maturation of
lumbar motoneurons is altered by the SOD1 mutations linked to ALS.

SUMMARY

Antidromically identified lumbar motoneurons intracellularly recorded in the
entire brainstem/spinal cord preparation isolated from SOD 18R postnatal mice (P3-
P10) were labelled with neurobiotin and fully reconstructed in 3D from serial sec-
tions in order to analyse their morphology. This staining procedure revealed differ-
ences between WT and SODI19R dendritic trees for most metric and topologic
parameters analyzed. A highly complex morphology of SOD1%%® motoneurons den-
drites (increased number of branching points and terminations) was found and the
dendritic trees were longer compared to the WT motoneurons. These morphological
changes observed in P8-P9 motoneurons mice occurred concomitantly with a
decrease in the input resistance and gain. During electrophysiological recordings,
four patterns of discharge were observed in response to ramp stimulations, that were
equally distributed in WT and SOD1%® motoneurons. In slice preparation, whole
cell patch-clamp recordings made from developing motoneurons in SOD1%%R and
double transgenic SOD1%%34/Hb9-eGFP mice showed that Riluzole, a blocker of per-
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sistent inward sodium conductance, altered the repetitive firing in a similar way for
the 2 strains.

These results show that the SOD1 mutations linked to familial ALS alter the
development of the electrical and morphological properties of lumbar motoneurons.
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