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l. INTRODUCTION

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative rare entrainant une
dégénérescence sélective des motoneurones. Elle se caractérise par une atteinte centrale et
périphérique, motrice, progressive, se traduisant par une faiblesse motrice, une amyotrophie, des
fasciculations et un syndrome pyramidal, ainsi qu’une atteinte bulbaire puis une atteinte respiratoire
qui conduit au déces dans les 2 a 5 ans généralement. La plupart des cas sont sporadiques, mais il
existe 10% de cas familiaux, qui dans 20% des cas sont liés a des mutations du géne de la Superoxyde
dismutase 1 (SOD1).

Les mécanismes physiopathologiques de la SLA ne sont pas bien connus. De nombreuses études
ont déterminé l'implication de dysfonctions mitochondriales et de phénomeénes d’apoptose dont
I'origine reste incertaine.

Il n"existe actuellement aucun traitement étiologique ni curatif. Un des axes de recherche
concernant la SLA est donc I'étude de biomarqueurs permettant un diagnostic précoce et pouvant

éventuellement étre a I'avenir des cibles thérapeutiques.

Le role du métabolisme des folates et notamment de ’lhomocystéine a été soulevé récemment
par plusieurs études [Zoccolella et al. 2010 Amyotroph Lateral Scl].

Ainsi, une élévation de I'homocystéinémie associée a une baisse des folates dans le sang, de
méme qu’une élévation de I’homocystéine dans le liquide cérébro-spinal (LCS) chez les patients SLA a
été notée. L’'homocystéine présente des propriétés neurotoxiques par un effet sur les récepteurs
glutamatergiques et peut induire une dysfonction mitochondriale et une apoptose. Le métabolisme
de I'homocystéine est étroitement lié a celui de la méthionine par transméthylation/reméthylation,
et implique directement les folates et plus particulierement au niveau cérébral le 5 méthyl-
tétrahydofolate (5-MTHF).

Des études chez le modele murin de SLA (SOD1) chez la souris ont montré une baisse de 5-MTHF
dans le LCS aux stades précoces et asymptomatiques de la maladie, bien avant que les anomalies de
I’'homocystéine n’apparaissent. Ces résultats semblent suggérer I'implication directe des troubles du
métabolisme intracérébral des folates et de I'homocystéine dans la physiopathologie de la SLA
[Zhang et al. 2010]. Cependant, une seule étude chez I’homme a mis en évidence une élévation de
I’'homocystéine dans le LCS [Valentino et al. 2010]. Aucune étude n’a confirmé ces données et n’a

exploré complétement la voie métabolique des folates au sein du cycle Homocystéine/Méthionine.
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Nous proposons donc une étude physiopathologique visant d’une part a confirmer I’élévation de
I’'hnomocystéine dans le LCS des patients SLA, et d’autre part a étudier les autres métabolites
impliqués dans ce cycle, afin d’examiner avec plus de précisions les voies métaboliques mises en jeu

dans la maladie.
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[I. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

A. LaSclérose Latérale Amyotrophique
1. Généralités

a. Définition

La Sclérose Latérale Amyotophique (SLA), décrite pour la premiére fois en 1874 par Jean-
Martin Charcot qui lui a donné son nom, est aussi connue outre-Atlantique sous le nom de maladie
de Lou Gehrig, du nom d’un joueur de baseball renommé décédé de cette pathologie en 1941. I
s’agit d’'une maladie neurodégénérative touchant les motoneurones et survenant a I’age adulte.

Elle appartient au spectre des maladies du motoneurone, incluant également la Sclérose Latérale

Primitive et I’Atrophie Musculaire Progressive.

Elle est caractérisée par une dégénérescence progressive des motoneurones centraux et
périphériques.

Le terme « Sclérose Latérale » renvoie a la fermeté de la palpation des colonnes latérales de Ila
moelle épiniére mise en évidence lors de I'autopsie des patients atteints de cette affection, en
rapport avec la gliose qui suit la dégénérescence des faisceaux cortico-spinaux. Les symptoémes
cliniques sont alors en lien avec I'atteinte du premier motoneurone, c’est-a-dire le motoneurone
central, et se manifestent par un syndrome pyramidal avec des réflexes ostéotendineux vifs, la
présence d’un signe de Babinski ou de Hoffman et des signes de spasticité.

Le terme « Amyotrophique » renvoie a |'atrophie musculaire, en rapport avec l'atteinte du
deuxieme motoneurone, c’est-a-dire le motoneurone périphérique au niveau de la corne antérieure
de la moelle épiniére et les noyaux moteurs du bulbe. Cette atteinte se manifeste par des
fasciculations et une faiblesse musculaire [Rowland et al. 2001].

En cas d’atteinte isolée du premier motoneurone, on parle de sclérose latérale primitive, et en cas
d’atteinte isolée du deuxieme motoneurone, on parle d’atrophie musculaire spinale. Ces syndromes
représentent 10% des maladies du motoneurone débutant a I’dge adulte, et sont considérés comme

des variantes de la SLA, car a l'autopsie, il existe une atteinte des deux motoneurones en histologie.

16



La SLA provoque une paralysie progressive de I'ensemble de la musculature squelettique des
membres, du tronc et de I'extrémité céphalique. L’évolution est fatale en moyenne dans les 2 a 5
ans, le plus souvent par une atteinte respiratoire ou par complications liées aux troubles de la

déglutition ou au décubitus.

b. Epidémiologie

Il s’agit d’'une pathologie rare, dont I'incidence en Europe est évaluée a 2.08/100 000 habitants
(IQR 1.47-2.43) soit environ 15 000 nouveaux cas/an [Chio et al. 2013].

Il existe une prédominance chez les hommes, avec un ratio de 1.5/1 en moyenne [Alonso et al
2009].

L'incidence est trés faible en dessous de 40 ans, puis augmente rapidement apres cet age pour
atteindre un pic entre 65 et 75 ans. La durée d’évolution semble liée a la forme clinique de la
maladie, aux signes initiaux, a I'age de début des troubles, au délai séparant le début des symptomes
et le diagnostic, a la vitesse de progression des symptdmes, a I'atteinte respiratoire et a I'utilisation
de I'aide a la ventilation [Chio et al. 2009].

Sur le plan géographique, on connait des zones de haute prévalence, en particulier sur I'lle de
Guam dans I'Océan Pacifique, la péninsule de Kii au Japon et la Nouvelle-Guinée Occidentale, ou la

prévalence de la SLA est 50 fois supérieure a la moyenne mondiale.

Cette maladie est sporadique. Cependant, dans 5 a 10% des cas, il existe une hérédité familiale, le
plus souvent sur un mode autosomique dominant, le phénotype restant pourtant trés proche des
formes sporadiques. Dans 20% des formes familiales, une mutation de la Superoxide Dismutase 1
(SOD1) est mise en évidence, mais au sein de ces formes, une grande hétérogénéité clinique a été
rapportée. Récemment, une expansion d’hexanucléotides sur le géne c9ORF72 a été découverte. Ce
variant génétique représenterait a lui seul 40 % des formes familiales.

Aucune association entre un facteur de risque exogéne et la survenue d’une SLA sporadique n’a

été identifiée a ce jour.

C. Aspects cliniques

La forme spinale est la forme la plus commune (environ deux tiers des patients). Elle débute aux
membres supérieurs dans 30 a 40 % des cas. Le déficit musculaire s’installe le plus souvent en
distalité avec une raideur ou une maladresse pour certains mouvements. Progressivement s’installe

une amyotrophie, en particulier des espaces interosseux. L’'atteinte est souvent asymétrique au
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début et se bilatéralise au cours de I’évolution. Le patient se plaint souvent de crampes. Les
fasciculations sont caractéristiques de la maladie, leur présence dans des muscles encore sains
cliniguement est habituelle. Il existe un syndrome pyramidal qui tranche avec cette atteinte
périphérique clinique : hyperréflexie tendineuse, réflexe palmo-mentonier présent et exagéré, plus
rarement signe de Babinski ou de Hoffman, trépidation épileptoide du pied.

La forme de début bulbaire concerne environ 20% des patients, elle est plus fréquente chez les
femmes. Elle est liée a la dégénérescence des noyaux bulbaires mais aussi a la paralysie pseudo-
bulbaire liée au syndrome pyramidal. Elle se manifeste par une dysarthrie, des troubles de la
déglutition, une dysphonie. La langue s’atrophie et on peut noter des fasciculations a sa surface. Il
existe une vivacité du réflexe massétérin.

Toutefois, I'évolution des atteintes tend a se généraliser, et la distinction entre ces deux formes

n’est pas toujours évidente au moment du diagnostic.

L'atteinte respiratoire arrive en général plus tardivement dans I’évolution. Elle se manifeste par
une dyspnée d’effort, une toux inefficace, puis une orthopnée. Elle est responsable d’une
hypoventilation alvéolaire qui conduit généralement a la mise en place de mesures de suppléance,

de type ventilation non invasive le plus souvent.

Une atteinte cognitive est fréquemment retrouvée : environ 50% des patients ont des résultats
déficitaires aux tests neurocognitifs, 15 % des patients présentant d’ailleurs les critéres de démence

fronto-temporale [Lomen et al. 2003].

Des signes négatifs existent en revanche: il n’y a pas de troubles sensitifs classiquement, pas de

troubles oculo-moteurs, de troubles sphinctériens ni d’escarre.

Des formes plus rares et particulieres ont également été décrites [Couratier et al. 2014]:
-« flail arm » : tableau de diplégie aux membres supérieurs sans atteinte des membres
inférieurs ni d’atteinte bulbaire.
- «flail leg » : tableau de paraplégie.
- Forme pseudo-polynévritique : manifestations sensitives a la phase initiale, le plus
souvent unilatérale au début, a type de paresthésies principalement. Le tableau se compléte
ensuite de fasciculations et d’un déficit moteur puis s’étend aux autres membres.

- Forme bulbaire isolée cliniquement.
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- Forme monomélique : amyotrophie d’un seul segment de membre, d’évolution lente,
débutant le plus souvent au cours de I'enfance et de I'adolescence.

- Forme a début respiratoire : la détresse respiratoire est alors au premier plan, voire
isolée, et se manifeste le plus souvent par un tableau d’insuffisance respiratoire aigué.

- Forme associée a une démence de type frontal.

- Forme dite « SLA plus »: tableau classique de SLA associé a des signes extra-

pyramidaux, cérebelleux, une atteinte oculomotrice ou sensitive objective.

L'ensemble de ces tableaux semble former un continuum, et la Sclérose Latérale
Amyotrophique que I'on pensait une maladie bien définie est de plus en plus considérée comme un

large ensemble recouvrant des phénotypes et possiblement des étiologies différentes.

d. Examens complémentaires

L’examen clinique par un médecin spécialiste fait correctement le diagnostic dans 95% des cas.
[Rowland 1998]. Néanmoins, en I'absence de tests spécifiques de la SLA et devant la difficulté de
diagnostic de certaines pathologies pouvant mimer cette maladie, il est préférable de compléter
I’examen clinique par des explorations supplémentaires, et en premier lieu I’électroneuromyographie

(ENMG).

@ Electroneuromyographie

Le but de cet examen est de confirmer I'atteinte du motoneurone périphérique, de montrer

I’extension a des localisations épargnées cliniquement et d’éliminer certains diagnostics différentiels.

Les vitesses de conduction nerveuse motrices et sensitives sont habituellement normales. La
perte en motoneurones peut en revanche étre responsable d’une baisse d’amplitude des potentiels
moteurs.

La détection est particulierement importante et indispensable pour I'exploration d’une SLA. La
définition d’une atteinte du motoneurone exige la présence de signes de dénervation active et
chronique. La dénervation active est définie par la présence de fibrillations et de potentiels lents de
dénervation. La présence de fasciculations au repos, caractéristique de la maladie fait partie dans
cette affection des critéres de dénervation active bien que de signification différente. A I'effort, le

tracé reflete la perte en unités motrices. Il existe une augmentation d’amplitude et de durée des
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potentiels d’unité motrice, voire de véritables « potentiels géants ». Les segments symptomatiques
sont bien entendus examinés, mais I'examen s’attachera a définir la diffusion des anomalies
neurogeénes par une étude systématique des 4 territoires requis pour le diagnostic : la face, le tronc,

les membres supérieurs, les membres inférieurs.

L'altération des conductions sensitives est trés inhabituelle et incite a rechercher une
neuropathie.

La présence de blocs de conduction n’est pas classique dans la SLA, et doit faire évoquer en
premier lieu une neuropathie motrice multifocale, un des diagnostics différentiels de la maladie les
plus fréquents.

En cas de doute diagnostique avec une myasthénie, une stimulation répétitive peut étre réalisée a
la recherche d’un décrément. Il faut noter qu’un léger décrément habituellement inférieur a 15%

peut étre observé dans la SLA en raison de I'immaturité de la réinnervation collatérale.

2 Imagerie cérébrale et médullaire

Une Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) cérébrale ou médullaire est souvent réalisée
dans le cadre du diagnostic différentiel, bien que non indispensable.

Dans la SLA, on constate fréquemment des hypersignaux ronds et symétriques suivant les voies
cortico-spinales (cortex frontal, corona radiata, capsule interne, pont), reflétant I'atteinte du faisceau
pyramidal. Néanmoins, ces hypersignaux sont parfois visibles chez les sujets sains, ils ne sont donc
pas spécifiques. On peut noter un hyposignal linéaire au niveau du cortex moteur, qui pourrait
correspondre a des dépots ferriques témoignant de la dégénérescence neuronale. Des hypersignaux
de la substance blanche sous-corticale au niveau du gyrus pré-central ont également été décrits. En
spectroscopie, une réduction du N-acétyl-aspartate (NAA) a été rapportée dans le cortex moteur, en
rapport avec la perte motoneuronale dans cette région.

L'IRM cérébrale permet surtout d’éliminer une lacune ou une tumeur, en particulier dans les
formes bulbaires pures.

L'IRM médullaire permet elle aussi de diagnostiquer des pathologies pouvant mimer une SLA :

myélopathie cervicale, ischémie médullaire, maladie d’Hirayama et syringomyélie notamment.

20



3 Etude du liquide cérébro-spinal par ponction lombaire

Cet examen est également réalisé dans le cadre du diagnostic différentiel (syndrome
paranéoplasique, lymphome, méningite), il est le plus souvent normal. Dans environ 40% des cas,
une hyperprotéinorachie peut étre rapportée. Une élévation de I'indice de barriere est fréquemment

notée.

e. Critéres diagnostiques de SLA

Le diagnostic est donc parfois difficile en raison de I’hétérogénéité phénotypique et surtout de

I’absence de marqueur paraclinique qui signerait la maladie.

Des criteres formels ont ainsi été rédigés afin de diminuer I'errance diagnostique, permettant un
diagnostic plus précoce et donc une prise en charge adaptée plus t6t. Ces critéres ont également
I'intérét d’homogénéiser les essais cliniques et de rendre les études comparables. Trois conférences
successives, en 1994 (criteres El Escorial) puis en 1998 (criteres d’Airlie House) et enfin en 2006
(criteres d’Awaiji) ont ainsi permis d’établir différents stades de certitude diagnostique [Guennoc et

al. 2012].

@ Critéres El Escorial (1990)

La premiére conférence s’est tenue a I'El Escorial en Espagne en 1990 et a abouti a la
rédaction de la premiére classification diagnostique, basée principalement sur les données cliniques,
a savoir I'existence de signes cliniques d’atteinte du neurone moteur central (NMC) et du neurone
moteur périphérique (NMP), et le nombre de régions anatomiques dans lesquelles sont objectivées

ces atteintes (régions bulbaire, cervicale, dorsale, lombaire)[Brooks et al. 1994]. (ANNEXE 1)

Ainsi, quatre stades de certitudes diagnostiques ont été décrits:

- SLA définie/certaine : signes d’atteinte du NMC et du NMP dans au moins 3 régions
anatomiques.

- SLA probable : signes d’atteinte du NMC et du NMP dans 2 régions anatomiques.

- SLA possible : signes d’atteinte du NMC et du NMP dans une seule région, OU atteinte du
NMC seul dans 2 régions.

- SLA suspectée : signes d’atteinte du NMP seul dans 2 territoires.
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2 Critéres d’Airlie House (1998)

Quelques années plus tard, ces criteres furent modifiés afin d’en améliorer la sensibilité : il
s’agit des criteres de I'El Escorial révisés ou critéres de I’Airlie House [Traynor et al. 2000; Brooks et

al. 2000]. (ANNEXE 2)

Ces criteres donnent plus de place a ’'ENMG en confirmant I’existence d’une atteinte du NMP
dans une région anatomique en présence de signes de dénervation active et de signes de
dénervation chronique dans deux muscles spinaux d’innervation radiculaire et tronculaire

différentes, ou dans un muscle bulbaire ou thoracique.

Cela a permis de définir une forme intermédiaire entre la forme « possible » et la forme
« probable » : la forme « probable étayée par des explorations complémentaires » lorsqu’il existe des
signes ENMG d’atteinte du NMP dans au moins deux régions. La forme suspecte a en revanche été

retirée de la classification.

3 Critéres d’Awaji (2006)

Enfin, la derniére conférence s’est tenue a Awaji au Japon en 2006 [De Carvalho 2008]. Cette
nouvelle classification a encore renforcé le poids de 'ENMG dans le diagnostic, en acceptant
I’existence d’une atteinte du NMP sur les données cliniques ou neurophysiologiques qui deviennent

équivalentes. (ANNEXE 3)

Par ailleurs, la présence de potentiels de fasciculations associée a des signes de réinnervation
chronique suffit désormais au diagnostic d’atteinte du NMP, I'enregistrement de potentiels de
fibrillation ou de potentiels lents de dénervation n’étant plus forcément nécessaire. Ces nouveaux
criteres valorisent donc la présence de fasciculations dans la SLA, en considérant qu’elles témoignent

d’un processus de dénervation active.

Ces nouveaux critéres semblent avoir une meilleure sensibilité, tout en conservant une
spécificité diagnostique forte, aucune étude ne signalant de faux positifs aprées utilisation des critéres

d’Awaji.
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(@) En résumé

Le diagnostic requiert donc :

- La présence d’une atteinte du motoneurone périphérique clinique ou électrophysiologique,

- La présence d’une atteinte du motoneurone central clinique ou paraclinique,

- La progression du syndrome moteur a une ou plusieurs régions (cliniguement ou a
I'interrogatoire)

- L'absence d’arguments électrophysiologiques, radiologiques ou pathologiques pour une

autre affection.

f. Histopathologie

L'association d’une atteinte bilatérale et symétrique des cornes antérieures, de la voie pyramidale
et des noyaux bulbaires est la forme la plus habituelle de cette affection. L’atteinte des cornes
antérieures est constante, avec une perte neuronale massive, le plus souvent observée a tous les
niveaux (cervical, lombaire, bulbaire). Cette diminution du nombre de motoneurones, s’"accompagne
d’une dégénérescence neuronale et d’une gliose astrocytaire qui sont typiques de la SLA. En fin
d’évolution, on observe une diminution significative des fibres myélinisées dans les faisceaux cortico-
spinaux en rapport avec une dégénérescence wallérienne.

A I’échelle microscopique, on observe une atrophie du neurone, caractérisée par une contraction
du cytoplasme. Des altérations du cytosquelette et I'accumulation de neurofilaments au niveau des
axones ont été rapportées. Des inclusions intraneuronales peuvent étre visualisées dans les neurones
lésés et la glie, il s’agit des corps de Bunina qui représenteraient une accumulation anormale de
matériel protéique. D’autres inclusions, notamment d’ubiquitine, sont présentes, mais le sont
également dans d’autres pathologies neurodégénératives, faisant suspecter I'existence d’un spectre
commun de maladies neurodégénératives [Hirano, 1996]. Enfin, des vacuoles de mitochondries ayant
dégénéré ont été mises en évidence dans les axones et les dendrites de neurones atteints. Des

anomalies structurelles des mitochondries ont également été décrites [Menzies et al. 2002].

2. Physiopathologie

a. Généralités

Le processus de dégénérescence neuronale des maladies du motoneurone est complexe.

Certaines mutations génétiques sont impliquées, notamment dans les formes de SLA familiales, mais
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on en sait moins sur les facteurs environnementaux et génétiques impliqués dans les formes
sporadiques de la maladie.

Notre connaissance de la physiopathologie de la SLA repose actuellement essentiellement
sur les explorations réalisées a partir de modeles murins de mutation de SOD1 qui ont permis
d’étudier plus précisément les mécanismes de dégénérescence du motoneurone. La découverte
d’autres génes, et notamment de c9orf72, remet en question la généralisation de ces découvertes a
toutes les formes de SLA, familiales ou sporadiques.

Cependant, méme lorsque I'on considére uniqguement les travaux sur les mutations de SOD1,
il s"avére que plusieurs mécanismes s’intriquent, faisant évoquer une origine plurifactorielle a la
maladie. Il semble donc exister une interaction complexe entre des facteurs génétiques et
moléculaires, tels le stress oxydatif, 'agrégation de protéines, la toxicité glutamatergique, les
dysfonctions mitochondriales, I'altération du transport axonal, l'inflammation de cellules non
neuronales, la dysfonction de certaines voies de signalisation. L’ensemble de ces facteurs peut ainsi

conduire a l'installation d’une mort cellulaire programmée semblable a I'apoptose [Shaw et al. 2005].

b. Génétique

Environ 10 % des cas de SLA sont familiaux, et des mutations sont identifiées dans 75% des
cas.

En 1993, Rosen et al ont décrit plusieurs mutations du gene codant pour la Superoxyde
Dismutase 1 (SOD1) [Rosen et al. 1993]. Ces mutations sont responsables de 20% des cas familiaux
de SLA, mais aussi de 5% des cas sporadiques. A |I'heure actuelle, plus de 160 mutations de ce gene
ont été décrites, presque toutes sont dominantes.

Les mutations de TAR DNA-binding protein (TDP-43) représentent 5% des cas familiaux. TDP
43 est reconnu comme un composant majeur des agrégats de protéines cytoplasmiques chez
presque tous les patients présentant une SLA sporadique, bien que I'on ne connaisse pas bien la
maniere dont ces agrégats déclenchent la neurodégénérescence dans la SLA.

De méme, des mutations FUS (fused in sarcoma) comptent pour 5% des cas familiaux et 1%
des cas sporadiques. Elles sont notamment responsables de forme a début précoce (avant 40 ans).

Enfin, une expansion de 6 bases nucléotidiques (GGGGCC) sur la partie non codante du gene
c90RF72 a été découverte en 2011 et a remis en question I'ensemble des connaissances que la
communauté scientifique avait de la SLA. En effet, ce variant génétique représente a lui seul 40% des
formes familiales et 7% des formes sporadiques de SLA. D’autre part, cette expansion

d’hexanucléotides est aussi retrouvée chez les patients présentant une démence fronto-temporale
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(DFT) isolée [Chio et al. 2012]. Cette découverte fait donc suspecter que la SLA et la DFT
appartiennent au méme spectre de maladies neurodégénératives. Sur le plan clinique, ces patients

présentent plus souvent un début bulbaire et des troubles cognitifs de type DFT.

Par ailleurs, il semble que la SLA apparaisse dans des familles touchées par d’autres
pathologies neurodégénératives. Une augmentation significative de démence chez les apparentés au
1°" degré de SLA a été rapportée [Majoor-Krahauer et al. 1994]. De méme, il semble qu’il existe des

associations SLA-maladie de Parkinson [Qureshi et al. 1996].

Quoi gu’il en soit, une seule mutation peut conduire a des présentations cliniques variées et
a l'inverse, des phénotypes cliniques semblables peuvent résulter de mutations différentes,

suggérant donc I'implication de plusieurs mécanismes dans la pathogenéese de la maladie.

C. Facteurs environnementaux et immunitaires

De nombreux facteurs environnementaux ont été recherchés, sans que soient décelées avec
certitude des relations de causes a effets. L’hypothése des métaux lourds, tels I’arsenic ou le
mercure, a été soulevée, sans qu’aucune preuve scientifique n’ait été apportée. De méme, les
hypothéses d’une infection virale ou d’une infection a prions ont été plusieurs fois émises devant la
survenue de cas isolés, et n"ont pas été confirmées. L'exposition au tabac est le seul facteur ayant
montré une association significative, bien que modeste, avec la maladie [Gil et al. 2007].

L'implication du sport, lorsqu’il est pratiqué a haut niveau notamment, a été soulevée, mais les
études se contredisent [Hamidou et al. 2014].

Le role de I'auto-immunité a également été exploré. En effet, la mise en évidence de complexes
immuns circulants, d’une plus grande fréquence d’un type HLA et I'association a des maladies auto-
immunes ont été rapportées. Cependant, différentes études se sont contredites et actuellement, on
ne peut affirmer si ces marqueurs immunologiques sont impliqués dans la pathologie ou s’il s’agit
juste d’épiphénomeénes. Par ailleurs, ni les immunothérapies ni les immunosuppresseurs n’ont

montré leur efficacité. Cette théorie reste donc controversée [Pagani et al. 2011].
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d. Mécanismes moléculaires

(1) SoD

La superoxyde dismutase a cuivre-zinc 1 (SOD 1) est une métalloenzyme de 153 acides aminés,
qui contient un atome de cuivre essentiel a I'activité de la SOD et un atome de zinc qui stabilise sa
structure. Cette protéine est abondante dans le systeme nerveux central (environ 1% des protéines
cellulaires du cerveau), mais elle est également présente dans d’autres régions de I'organisme. Elle
est présente surtout dans le cytosole, et a moindre mesure dans les mitochondries au niveau de
I’espace intermembranaire. Sa fonction principale est de catalyser la conversion des radicaux libres
superoxydes intracellulaires, produits de la phosphorylation oxydative mitochondriale, en peroxyde
d’hydrogene qui sont ensuite éliminés par d’autres enzymes. Pour cette raison, cette enzyme est une
partie importante du systeme de défense contre les radicaux libres en empéchant la toxicité du
superoxyde de se manifester.

La plupart des mutations sont responsables de substitution d’acides aminés, et méme des
modifications mineures peuvent affecter séverement la structure de la SOD et donc sa fonction
[Shaw et al. 2005 ; Rotunno et al. 2013].

Son effet toxique serait lié a un gain de fonction qui proviendrait d’un mauvais repliement de la
SOD, et générerait des radicaux libres. D’autre part, en raison de ce mauvais repliement, la SOD peut
s’agréger en une structure insoluble qui perturbe les fonctions normales protéosomiques, interrompt

les systémes de transport axonal et les fonctions vitales de la cellule.

2 Stress oxydatif

Le gain de fonction toxique de SOD1 serait impliqué dans le stress oxydatif. En effet, les mutations
altérant la structure de SOD 1 seraient responsables d’un acces anormal de substrats anormaux au
site actif cuivre de I'enzyme, conduisant a la production de radicaux libres tels le peroxynitrite et les
radicaux hydroxyl.

Les effets du stress oxydatif dans les neurones peuvent étre cumulatifs et I'altération cellulaire
par des radicaux libres est une cause majeure de détérioration liée a I’dge de la fonction neuronale

dans les maladies neurodégénératives.
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3 Excitotoxicité et homéostasie du calcium

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur du SNC. Il se lie aux récepteurs NMDA et
aux récepteurs AMPA sur la membrane post-synaptique. L’activation excessive de ces récepteurs par
le glutamate, que l'on appelle excitotoxicité, peut induire une neurodégénérescence par des
mécanismes incluant des perturbations de I'homéostasie du calcium intracellulaire et la production
excessive de radicaux libres. Ces radicaux libres vont induire des lésions des organelles
intracellulaires et activer les médiateurs pro-inflammatoires. Les modifications du taux de calcium
intracellulaire et/ou de sa distribution a I'intérieur de la cellule sont ainsi responsables d’altérations
structurelles puis d’une dégénérescence des organelles et enfin d’une véritable désintégration de la
cellule [Shaw et al. 2005, Adalbert et al. 2002].

Les neurones moteurs semblent particulierement sensibles a la toxicité par I'activation des
récepteurs de surface AMPA. La présence de mutant SOD1 augmente la sensibilité des
motoneurones a la toxicité du glutamate, et est responsable d’altérations de I'expression des
récepteurs AMPA et de la diminution de I'expression du transporteur de recapture du glutamate

EAAT2.

4 Dysfonctions mitochondriales

La mitochondrie a de multiples fonctions : elle est la principale source d’énergie (génére I'ATP),
elle a un role pivot dans le métabolisme intermédiaire et le maintien de ’lhoméostasie du calcium, et
enfin, elle joue un réle central dans la mort cellulaire par apoptose. La détérioration liée a I'age de la
fonction mitochondriale est considérée comme un facteur potentiellement important du début tardif
des maladies neurodégénératives [Hervias et al. 2006].

L'implication de dysfonctions mitochondriales dans la maladie est étayée par la constatation
d’altérations morphologiques des mitochondries au sein des motoneurones. Cette dysfonction
mitochondriale semble étre multifactorielle. On constate I'accumulation de mutant SOD 1 dans
I’espace intermembranaire mitochondrial. Cette accumulation induirait la génération de radicaux
libres intracellulaires [Vehvilainen et al. 2013]. Par ailleurs, la mitochondrie permet avec le réticulum
endoplasmique la régulation du calcium intracellulaire : une altération de cette fonction perturbe
I’'homéostasie du calcium intracellulaire et induit une apoptose précoce [Tan et al. 2014].

Il semble exister une diminution de [Iactivité des enzymes mitochondriales dans les
motoneurones des patients SLA, semblable a celle observée chez les patients présentant des

altérations de ’ADN mitochondrial. Il se pourrait donc que le stress oxydatif constaté dans la SLA soit
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responsable de mutations de I'’ADN mitochondrial induisant des modifications de I'activité des

enzymes mitochondriales [Borthwick et al. 1999].

(5) Atteinte des neurofilaments

Les neurofilaments forment un composant majeur du cytosquelette des neurones, ils ont des
fonctions importantes comme le maintien de la forme et du calibre de I'axone, ainsi que le transport
axonal.

Dans la SLA, il existe une accumulation et un assemblage anormal des neurofilaments, qui

pourrait étre responsable de perturbations du transport axonal.

(6) Agrégation de protéines

Des agrégats protéiques, notamment de SOD1, ont été mis en évidence dans la SLA. Leur pouvoir
pathogene n’est pas bien élucidé mais il existe plusieurs hypothéses concernant le mécanisme par
lequel ces agrégats seraient toxiques: séquestration d’autres protéines requises pour le
fonctionnement normal de la cellule, diminution de la disponibilité de protéines chaperon
nécessaires a d’autres protéines intracellulaires, réduction de I'activité du protéasome nécessaire au
turnover normal des protéines, inhibition de la fonction d’organelles spécifiques (comme les

mitochondries ou les protéasomes).

(7) Cascades inflammatoire et role des cellules non neuronales

Certaines études génétiques impliqguant des modeles de souris ont montré que I'expression de
SOD1 seule dans les neurones était insuffisante pour causer la dégénérescence du motoneurone et
que la participation de cellules non neuronales était indispensable. La mort des motoneurones
dépend donc en partie de la glie et des autres types cellulaires présents dans son voisinage [Pehar et
al. 2005]

La microglie joue un role important de surveillance immune au niveau du SNC. Lors d’une
agression du SNC, I'activation de la microglie permet une action rapide sur les neurones et la
macroglie (astrocytes et oligodendrocytes) en libérant des molécules cytotoxiques (réactifs oxydés,
protéases, cytokines pro-inflammatoires, glutamate...). Dans la SLA, il semble exister une activation
et une prolifération de la microglie dans les régions touchées par une perte neuronale [Kamawata et

al. 1992].
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(8) Apoptose

L'apoptose est la mort programmée de la cellule. Des molécules clés contribuent au contréle de
I'apoptose : la famille des caspases qui sont des enzymes protéolytiques qui orchestrent la
destruction de la cellule et la famille des Bcl2 qui sont des facteurs anti-apoptotiques, qui
préviennent I'activation protéolytique des caspases.

Dans la SLA, ont été mises en évidence des modifications structurelles des motoneurones
évocatrices d’apoptose. Il existe une augmentation de I'activité des caspases dés le début de la mort
des motoneurones, et une inhibition expérimentale des caspases entraine un allongement de la vie
des souris SOD1 [Li et al. 2000]. De méme, l'augmentation de |'expression de facteurs anti-
apoptotiques comme Bcl 2 ralentit la maladie et augmente I'espérance de vie des souris mutées

[Kostic et al. 1997].

e. Atteinte spécifique des motoneurones

Une des énigmes de cette maladie réside dans le fait que seuls certains neurones sont vulnérables
au processus de neurodégénérescence. En effet, SOD1 est ubiquitaire, mais ce sont les
motoneurones qui sont atteints lorsque la protéine est mutée. Il est probable que la taille des
cellules, la sensibilité a I'excitotoxicité mais aussi certaines propriétés mitochondriales prédisposent a

la neurodégénérescence [Shaw et al. 2005].

f. En résumé

La physiopathologie dans les formes liées a une mutation de SOD1 semble un peu mieux
comprise. Il existe une toxicité acquise du mutant SOD1 qui affecte a la fois les neurones et la glie.
Cette toxicité entraine des dysfonctions séveres au sein de la cellule, induisant la génération de
radicaux libres, une dégradation du transport axonal, des perturbations de I’homéostasie du calcium,
des fonctions mitochondriales et du protéasome ainsi que des altérations de la structure du
cytosquelette. D’autre part, la présence de SOD1 mutée augmente la sensibilité des neurones a
I’excitotoxicité et induit elle-méme des perturbations des fonctions des organelles intra-cellulaires.
L'ensemble de ces anomalies entrainerait une activation de la microglie qui pourrait contribuer a la
mort des motoneurones en déclenchant I'apoptose via I'activation des caspases [Bruijn et al. 2004]

(Figure 1).

En ce qui concerne les formes non liées a une mutation de SOD1, on peut imaginer que la

cascade d’événements soit grossierement semblable, mais déclenchée par une autre cause,

29



génétique ou environnementale. Les mécanismes dans les autres formes génétiques, et notamment

dans les formes liées a c9orf72, doivent donc désormais étre étudiés [Turner et al. 2013].

Figure 1: Mécanismes impliqués dans la neurodégénérescence dans la SLA. D'aprés Turner et al, Lancet

Neurol 2013
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3. Traitement

a. Médicamenteux

A I'heure actuelle, le riluzole (Rilutek®), un inhibiteur de la libération pré-synaptique du
glutamate, est le seul traitement ayant une autorisation de mise sur le marché pour le traitement de
la SLA. Ce traitement a montré une prolongation de la survie des patients de I'ordre de 6 mois dans
deux essais thérapeutiques [Bensimon et al. 1994, Lacomblez et al. 1996 ; Miller et al. 2007].

L'absence de traitement curatif est regrettable, mais les traitements symptomatiques apportent
du confort et sont donc primordiaux dans la prise en charge des patients : certes ils n"améliorent pas
la survie globale des patients mais ils améliorent leur qualité de vie. Il apparait donc indispensable de
traiter les crampes, la spasticité, les douleurs, I’hypersalivation ainsi que la symptomatologie anxio-

dépressive lorsqu’elles sont présentes.

b. Non médicamenteux

La prise en charge pluridisciplinaire est essentielle, au sein d’équipes regroupant des neurologues,
des pneumologues, des kinésithérapeutes, des infirmiers, des diététiciens, des ergothérapeutes, des
orthophonistes et des psychologues. Cette prise en charge globale au sein d’équipes spécialisées
augmente la survie et la qualité de vie des patients [Van den Berg et al. 2005].

La prise en charge respiratoire est bien souvent nécessaire. En effet, I'atteinte respiratoire est liée
a une dégénérescence des centres respiratoires mais aussi a I'atteinte neuromusculaire. Elle peut se
manifester diversement: hypoxie nocturne ou hypoventilation alvéolaire et hypercapnie. La
ventilation non-invasive permet bien souvent d’améliorer la qualité de vie des patients. Dans de
rares cas, la trachéotomie peut également étre envisagée.

La prise en charge nutritionnelle est également centrale. En effet, il existe souvent un
amaigrissement qui peut étre d’origine mixte : diminution des apports en raison de la faiblesse ou
d’une dysphagie, mais aussi hypermétabolisme. La pose d’une gastrostomie est parfois rendue
nécessaire, lorsque les apports oraux sont insuffisants.

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

I’aggravation progressive du tableau et de I'évolution inéluctable de la maladie vers le déceés.
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C. Perspectives thérapeutiques

La recherche de nouveaux traitements médicamenteux continue et un certain nombre de
molécules sont en cours d’essai. Ces traitements ciblent différents mécanismes impliqués dans la
pathogenese de la SLA: excitotoxicité liée au glutamate, accumulation de SOD1, dysfonction

mitochondirale, atteinte musculaire [Zinman et al. 2011] (Figure 2).

Par ailleurs, I'avenement de la thérapie cellulaire et de la thérapie génique fait naftre un
espoir chez les patients atteints de SLA.

Au moins deux essais de thérapie cellulaire sont en cours, 'un avec des cellules souches
mésenchymateuses autologues, l'autre avec des cellules souches foetales injectées directement
dans la moelle épiniére apres un protocole d'immunosuppression [Sreedharan et al. 2013].

L'utilisation d’oligonucléotides anti-sens pour rendre silencieux le géne SOD1 a été testé avec
succes chez le rat. Une étude pilote a été réalisée chez I’'humain par perfusion intra-thécale de cet

oligonucléotide montrant que ce traitement est bien toléré [Miller et al 2013].
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Figure 2: Nouvelles cibles thérapeutiques dans la SLA. D'aprés Zinman et al, Lancet Neurol 2011
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B. Métabolisme des folates et de ’lhomocystéine

1. Généralités

a. Homocystéine

L’homocystéine est un acide aminé soufré non protéique, dont la concentration dans le plasma se
situe entre 5 et 10 umol/L. Elle n’excéde pas 15 umol/L chez le sujet sain normalement. Seuls 1 a 2%
de I'homocystéine sont libres sous forme réduite, car 20% sont libres sous formes oxydées
(cysteinylhomocystéine, homocystine) et 80% sont liées aux protéines (albumine surtout). On estime
gue la concentration en homocystéine dans le sérum est 20 a 100 fois plus élevée que dans le LCS.

L’'homocystéine est a l'intersection de trois voies métaboliques :

- la transméthylation, qui permet la formation de I’'homocystéine a partir de la méthionine, en
créant un groupe méthyl,

- la reméthylation, qui permet la formation de méthionine en récupérant un groupe méthyl
des folates,

- etlatranssulfuration qui permet la formation de cystéine.

b. Méthionine

L’homocystéine est donc étroitement liée a la méthionine, un acide aminé soufré essentiel chez
I’'homme qui est apporté par I'alimentation. La méthionine joue un réle important dans la synthese
des protéines puisque toutes les chaines protéiques démarrent par l'incorporation d'une méthionine
en position N-terminale.

Les apports nutritionnels normaux en méthionine ne couvrent pas les besoins en groupe méthyl,
indispensables pour de nombreuses réactions biochimiques. La synthése de novo de méthionine est
donc indispensable. Elle est rendue possible grace aux dérivés du folates par le processus de
reméthylation.

Ensemble, la reméthylation et la transméthylation forment le cycle de la méthionine.

C. Folates

La vitamine B9, ou acide folique, est une vitamine hydrosoluble. C’est le précurseur métabolique

d’une coenzyme, le tétra-hydro-folate (THF), impliquée dans la synthese des bases nucléiques
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(purines et pyrimidines) constituant les acides nucléiques nécessaires a la synthése de I’ADN et de
I’ARN. Il doit auparavant étre réduit en dihydrofolate (DHF) par la folate réductase, puis en THF par la
dihydrofolate réductase. Le THF recoit ensuite un groupe méthyléne d’un des 3 donneurs de carbone
(sérine le plus souvent, glycine, formaldéhyde) pour former le 5,10-méthylene-tétrahydrofolate.

(Figure 3).

L'acide folique est exclusivement apporté par I'alimentation, en particulier les |égumes verts, les

foies, le jaune d’ceuf et certaines céréales.

Le 5-méthyltétrahydrofolate (5-MTHF) est le dérivé biologiquement actif de I'acide folique. La
vitamine B9 provenant de l'alimentation est transformée en 5-MTHF puis absorbée au niveau de
I'intestin gréle. Elle est ensuite principalement stockée dans les hématies, sa forme circulante étant
environ vingt fois inférieure a sa forme érythrocytaire. Le 5-MTHF peut ensuite passer la barriere
hémato-encéphalique via le récepteur des folates a (FRa) a la surface des cellules épithéliales des
plexus choroides, puis I'épendyme, toujours via le méme récepteur, jusqu’aux neurones. A |'intérieur
des neurones, seule une petite fraction des folates participe aux différentes fonctions métaboliques,
la majeure partie étant stockée sous la forme de polyglutamate dans le cytoplasme et la
mitochondrie.

Les réserves cérébrales de folates sont peu importantes, aux alentours de 100 jours de besoins

normaux.
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Figure 3 : Cycle des folates
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2. Grandes lignes du métabolisme de I’homocystéine

a. La transméthylation

La Méthionine est activée en S-adénosylméthionine (SAM) par une enzyme, la Méthionine adénosyl-
transferase. La SAM est le principal donneur biologique de groupe méthyl via une centaine de
méthyltransférases, dont les principales sont la guanidinoacétate-méthyltransférase (GAMT), la glycine N-
méthyltransférase (GNMT) et la phosphatidyléthanolamine-méthyltransférase (PEMT). (Figure 4).

La S-adénosyl-homocystéine (SAH), produit de ces transferts de méthyl, est ensuite hydrolysée en
homocystéine et adénosine grace a la S-adénosyl-homocystéine hydrolase (SAHH). Cette série de réactions est
appelée la transméthylation et se déroule dans toutes les cellules de I'organisme. Elle permet le passage de la
méthionine a I’"homocystéine en donnant un groupe méthyl, ce qui permet notamment la méthylation de
I’ADN, de I’ARN et des protéines, qui assure un role de régulation dans le contréle de I'expression des génes.
Ces réactions de méthylation sont utiles pour la synthése de nombreux composants : neurotransmetteurs,
créatinine et phosphatidylcholine notamment.

La transméthylation SAM-dépendante existe dans la plupart des cellules de I'organisme, mais certaines
méthyltranséfrases ne sont présentes que dans certains tissus : la GAMT permet la formation de créatine dans
le foie en méthylant le guanidinoacétate, et la PEMT la synthése de phosphatidylcholine, un composant
membranaire cellulaire, a partir de phosphatidyléthanolamine dans le foie. La PEMT et la GAMT sont ainsi les
enzymes contribuant le plus a la formation d’homocystéine, car elles représentent environ 85% des réactions
de transméthylation dépendant de la SAM. La synthése de créatine est d’ailleurs responsable a elle seule
d’environ 75% de la formation d’homocystéine. Ainsi, le métabolisme hépatique a un réle déterminant pour le
taux plasmatique d’homocystéine [Schalinske et al. 2012].

La GNMT est une autre enzyme importante, elle catalyse la méthylation de la glycine pour générer la

sarcosine. Cette réaction a surtout lieu dans le rein.

La méthylation de I’ADN est rendue possible par cette réaction de transméthylation. Il s’agit d’'un processus
épigénétique qui conditionne I'expression des génes dans chaque cellule. Elle est particulierement importante
dans le développement du systeme nerveux car elle a un rdle clé dans I'orchestration de la prolifération des
cellules souches neurales, puis de leur différenciation en neurones ou en cellules gliales. Elle permet une
régulation complexe de I'expression des genes et des fonctions des protéines. Or 'altération de la méthylation

peut induire une mort cellulaire [Mattson 2003 Ageing Res Rev].
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b. La reméthylation

A l'inverse, la reméthylation permet de reméthyler I'homocystéine en méthionine via 2 enzymes: la
betaine-homocystéine méthyl transférase (BHMT) et la Méthionine synthase (MS).

La Méthionine synthase est ubiquitaire. Elle utilise le 5-méthyl tétrahydrofolate (5-MTHF) comme donneur
de groupe méthyl. Cette voie dépend donc des apports en folates, mais aussi de la vitamine B12, qui est un
cofacteur de la MS.

En revanche, la BHMT n’est présente que dans certains tissus, le foie surtout, mais également le rein. Elle
est d’ailleurs absente dans le cerveau. Cette voie de reméthylation est indépendante des vitamines. Elle

permet la formation de diméthylglycine (DMG) a partir de la bétaine [Schalinske et al.2012].

C. La transsulfuration

La transsulfuration permet la formation de cystéine, un acide aminé alimentaire, en transférant le
groupement thiol de 'homocystéine a une molécule de sérine grace a deux enzymes : la Cystathionine -
synthase (CBS) et la cystathionine y-lyase (CGL).

La transsulfuration est importante pour le catabolisme de ’lhomocystéine, elle n’a lieu que dans certains
organes : foie, rein intestin gréle et pancréas. La réaction de transsulfuration n’est pas bien connue dans le
cerveau.

La cystéine peut ensuite servir de substrat de la gluconéogenese via sa conversion en pyruvate, mais aussi
servir a la synthése du glutathion, un anti-oxydant. L'excés de cystéine est enfin oxydé en taurine et en sulfates

inorganiques [Schalinske et al. 2012].
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Figure 4 : Métabolisme de ’homocystéine et de la méthionine



3. Facteurs influengant ’lhomocystéinémie

a. Les carences vitaminiques

Le métabolisme de I’homocystéine est donc trés dépendant des cofacteurs dérivés des vitamines.

En effet, la Méthionine synthase contient de la cobalamine (c’est-a-dire de la vitamine B12) dans
son groupe prothétique, et tient son groupe méthyl de I'acide folique (vitamine B9).

D’autre part, les 2 enzymes de transsulfuration (CBS et CGL) contiennent du pyridoxal phosphate
(vitamine B6) dans leur groupe prothétique.

On comprend ainsi qu’une carence en l'une de ces vitamines peut induire une
hyperhomocystéinémie, car une telle carence empéche le fonctionnement habituel des enzymes
transformant ’homocystéine en d’autres composés [Selhub et al. 1992, Selhub et al. 1993].

A linverse, la supplémentation vitaminique diminue la concentration plasmatique

d’homocystéine.

b. Facteurs génétiques

Des mutations génétiques peuvent étre responsables de déficit en certaines enzymes nécessaires
au processus de reméthylation, transméthylation ou transsulfuration et alors étre responsable de
I’'accumulation d’acides aminés, conduisant a des phénoménes pathologiques.

Les déficits en CBS et en MTHFR sont les plus fréquents et seront détaillés ci-aprés. La
modification de I'expression ou de l'activité fonctionnelle de la CBS peut en effet affecter le taux
d’homocystéine, car la CBS permet d’une part de convertir ’homocystéine en cystathionine, et
d’autre part de créer du glutathion, un anti-oxydant. Une diminution de I'activité de la CBS entraine

donc une augmentation locale d’homocystéine.

C. Autres facteurs

Le vieillissement est un facteur d’élévation du taux d’homocystéine. Il est relativement stable
jusqu’a la quatrieme décennie, puis augmente rapidement, surtout apres 70 ans [Diaz-Arrastia et al.
2000].

L’homocystéinémie est également plus élevée chez les hommes, sauf chez les trés agés.

La grossesse et le traitement hormonal substitutif diminuent au contraire le taux

d’homocystéine.
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L'insuffisance rénale est responsable d’une diminution de la clairance de I’homocystéine.
Certains traitements sont enfin connus pour entrainer une élévation de I’homocystéinémie :
le méthotrexate, le 6-azauridine, l'acide nicotinique, mais aussi certains traitements anti-

épileptiques.

d. Régulation du taux plasmatique d’homocystéine

Les activités de reméthylation et de transsulfuration sont coordonnées: quand une voie ne
fonctionne pas, I'autre prend le relai : cela évite une accumulation d’homocystéine lorsqu’une voie
métabolique est altérée.

Lors d’une alimentation normale, le métabolisme de I’'homocystéine chez des sujets sains se divise
entre la transsulfuration et la reméthylation. Lorsque I'apport en méthionine est normal, la molécule
d’homocystéine est recyclée environ deux fois par la voie de reméthylation avant d’étre catabolisée
par la voie de la transsulfuration.

La capacité de I'organisme a adapter I'utilisation de I'homocystéine en fonction de I'apport en
méthionine implique I'existence d’une régulation commune aux deux voies. Cette régulation
commune va se faire par la SAM, qui en fonction de sa concentration, peut inhiber ou non la MTHFR,
orientant ainsi I'homocystéine vers la voie de la transsulfuration ou de la reméthylation.

Lorsque I'apport en méthionine est élevé, il va en résulter une augmentation de la concentration
intracellulaire de SAM ce qui inhibe la MTHFR et active la CBS pour permettre la dégradation de
I’homocystéine.

A 'opposé, lorsque I'apport en méthionine est faible, la concentration en SAM n’est pas suffisante
pour inhiber la MTHFR. La voie de reméthylation est alors favorisée et la CBS n’est pas stimulée.

[Stipanuk et al. 2011]
Un autre mécanisme pour maintenir 'homocystéine basse dans la cellule est I'export de

I’'homocystéine a I'extérieur de la cellule, entrainant une hyperhomocystéinémie et une

hyperhomocystéinurie.
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4, Pathogénie de ’lhomocystéine et des folates

a. Folates

Les folates sont nécessaires pour le développement normal du systéme nerveux central. lls
jouent un réle important dans la neurogeneése et la mort cellulaire programmée. Les carences en
folates peuvent diminuer la méthylation de I’ADN, et donc la transcription des genes, induire des
lésions des brins d’ADN, empécher la réparation de I'ADN et ainsi entrainer des mutations
génétiques ou déclencher I'apoptose. L'ensemble de ces mécanismes a donc une importance
prépondérante dans la prolifération et la différenciation cellulaire, mais touche aussi les neurones
post-mitotiques qui sont également trés sensibles a la présence de folates, la encore en raison des
altérations potentielles de I’ADN.

Les carences en folates peuvent également avoir des effets déléteres sur la cellule, en
induisant une accumulation d’homocystéine, potentiellement toxique. En effet, dans le cerveau la
transsulfuration n’est pas active et il n’y a qu’une voie de reméthylation (la voie utilisant la bétaine

n’existe pas), I’'homocystéine dépend donc essentiellement des vitamines B9 et B12.

b. Homocystéine

Trois grandes mécanismes de biotoxicité de I’'homocystéine sont décrits [Petras et al. 2014].

Tout d’abord le stress oxydatif qui correspond a un déséquilibre entre la production de
radicaux libres et celle d’anti-oxydants. Celui-ci est généré lors de I'oxydation du groupe thiol de
I’'hnomocystéine. Cette réaction d’oxydation peut concerner les protéines, les lipides et les acides
nucléiques, et conduire notamment a une dysfonction endothéliale.

Des modifications des protéines de structure via ’hnomocystéinylation peuvent étre en cause.
Il s’agit de modifications post-translationnelles qui peuvent étre responsables d’une activation
immunitaire, de la dégradation de certaines protéines et d’une toxicité voire d’'une mort cellulaire.
Ce mécanisme serait d’ailleurs responsable d’une diminution de I'activité de la SOD, qui comme nous
I"avons vu plus haut, a une importance dans la lutte contre I'oxydation et qui est impliquée dans la
physiopathologie de la SLA.

Enfin, I'excitotoxicité est impliquée dans la pathogénie de I’homocystéine. En effet,
I’'homocystéine peut agir comme un agoniste du glutamate en se liant aux récepteurs NMDA,
induisant un afflux excessif de calcium dans la cellule et la génération de réactifs oxygénés, toxiques

pour le neurone. L'excitotoxicité est également impliquée dans la physiopathologie de la SLA.
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C. Effet de ’homocystéine et des folates sur les neurones

Des données expérimentales montrent que I’homocystéine peut sensibiliser les neurones a
certains facteurs, suggérant un mécanisme par lequel I’homocystéine pourrait contribuer a la
pathogenese des maladies neurodégénératives [Kruman et al 2000]. En effet, I'exposition de
neurones hippocampiques a I’homocystéine entraine une apoptose de ces cellules, qui semblent
d’ailleurs sélectivement vulnérables car les astrocytes et les cellules vasculaires exposées pendant
plusieurs jours a I'homocystéine ne meurent pas. L’homocystéine induit une élévation rapide de la
PolyADPribose Polymérase (PARP), une enzyme de réparation de I’ADN, ainsi qu’une augmentation
de l'activité de la caspase 3-like. Cette élévation induit également une augmentation de p53, une
protéine associée a I'apoptose. On observe quelques heures apres I'exposition a I’homocystéine une
élévation des oxyradicaux mitochondriaux, qui sont le témoin d’une dysfonction mitochondriale et
du stress oxydatif. Dans cette étude, Kruman et al ont montré que I'homocystéine sensibilise les
neurones a la mort induite par des agressions oxydatives et le glutamate, d’ou une augmentation de
la vulnérabilité a I'excitotoxicité des neurones exposés a I’homocystéine.

En 2002, une étude [Ho et al. 2002] a examiné les mécanismes par lesquels ’homocystéine
induit une neurotoxicité en culture. Elle a mis en évidence une I'élévation du calcium dans le
cytosole, une augmentation de la production de radicaux libres, ainsi qu’une hyperphosphorylation
de tau et une augmentation de I'apoptose. En 2003, le méme auteur [Ho et al. 2003] a étudié I'effet
d’une privation en folates sur des neurones en culture. On observe |la encore des modifications:
augmentation du calcium dans le cytosole, augmentation des radicaux libres, de la phospho-tau et de
I'apoptose. La génération d’homocystéine consécutive a la privation en folates contribue par ailleurs
a ces phénomeénes, et I'ajout d’un inhibiteur de la formation de I’homocystéine empéche
I"augmentation des radicaux libres et du calcium, méme en I'absence de folates. La carence en

folates perturbe également la production de glutathion, un anti-oxydant endogéne.

Ainsi, les carences en folates et ’homocystéine peuvent endommager voire détruire les
neurones en culture et augmenter leur vulnérabilité par des mécanismes métaboliques,
excitotoxiques et oxydatifs. Ces mécanismes sont d’ailleurs ceux impliqués dans les maladies
neurodégénératives.

Les carences en folates et I’homocystéine compromettent également l|'activité de la
glutathion peroxydase et diminuent le taux de vitamines A, C et E dans les tissus, suggérant qu’ils

compromettent les réserves d’antioxydants a de nombreux niveaux [Mattson et al, 2003].
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C. Pathologies neurologiques liées aux folates et a ’homocystéine

1. Homocystéine et risque cardiovasculaire

Depuis une vingtaine d’années, il est établi que I’"hyperhomocystéinémie est un facteur de
risque cardiovasculaire indépendant pour les maladies coronariennes, cérébrovasculaires, vasculaires
périphériques et les thromboses veineuses, méme pour une élévation plasmatique modérée (entre
15 et 20 umol/l) [Eikelboom et al. 1999; Bostom et al. 1999]. Il semble que I’hyperhomocystéinémie
soit en particulier reliée a une atteinte microvasculaire, se manifestant principalement par des
infarctus lacunaires et de la leucoaraiose [Fassbender et al. 1999; Evers et al. 1997]. Les mécanismes
physiopathologiques de cette atteinte ne sont pas bien connus : I’'homocystéine pourrait induire des
altérations oxydatives des cellules endothéliales en culture par un mécanisme impliquant la
génération de peroxyde d’hydrogene. L'exposition de ces cellules a ’homocystéine entraine une
surexpression de facteurs qui attirent les monocytes, contribuant ainsi a la formation de plaques
d’athérosclérose [Hankey et al. 1999 ; Welch et al. 1998].

Cependant, les essais de supplémentation en folates ont été décevants et bien qu’ils aient
permis une diminution de 'lhomocystéinémie, ils n’ont pas permis une diminution du risque cardi-

vasculaire de maniére significative [Toole et al.2004 ; Clarke et al. 2010].

2. Carences vitaminiques et malformations foetales

L'importance des folates dans la nutrition est établie : les femmes enceintes carencées en
folates ont un risque plus élevé d’avoir des bébés présentant une absence de fermeture du tube
neural (spina bifida, méningocele, encéphalocele, anencéphalie), par anomalies de la prolifération et
de la différenciation des cellules neurales [Smithells et al. 1976]. Ainsi, les cellules cérébrales
embryonnaires privées de folates ne peuvent plus proliférer et les cellules nouvellement créées a
partir des cellules progénitrices meurent par apoptose.

Les carences en vitamine B12 pendant la grossesse sont responsables d’une élévation de
I’'homocystéine chez le feetus et d’une augmentation du risque pour I'enfant de développer des
troubles du développement du systeme nerveux central. Dans I'enfance, le déficit en vitamine B12

peut induire des tableaux de régression psycho-motrice, de neuropathie sensitive, d’hypotonie
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sévere, de crises comitiales, d’apathie, en rapport le plus souvent avec un défaut de myélinisation

[Guerra-Shinohar et al. 2002].

3. Déficit en folates intracérébral

Les déficits cérébraux en folates sont des pathologies neuropsychiatriques ou I'on met en
évidence une diminution du 5-MTHF dans le LCR sans carences en folates dans le sang périphérique.
Elles sont rares, avec une prévalence estimée a 1/6000 enfants [Ramaekers et al. 2013].

La cause la plus répandue de ces syndromes est la présence d’anticorps sériques bloguant le
récepteur des folates a (FRa) présents au niveau des cellules épithéliales des plexus choroides,
empéchant le passage du 5-MTHF a travers ces plexus. Les autres causes, moins fréguentes, sont les
mutations de FOLR-1, les dysfonctions mitochondriales et les troubles innés du métabolisme des
folates.

La présence d’anticorps maternels anti-FR est associée a des anomalies de fermeture du tube
neural, et la présence de ces anticorps chez I'un des parents ou les deux augmente le risque
d’autisme chez les enfants. Cependant, la présence d’un faible taux d’anticorps n’est pas forcément
pathologique chez les adultes, la prévalence estimée chez I'adulte sain pouvant aller jusqu’a 15%
dans certaines populations.

Les syndromes de carences cérébrales en folates attribués a la présence d’anticorps FR
débutent le plus souvent tres tot dans I'enfance, dans les quatre a six mois apres la naissance. lls se
manifestent par des problemes d’agitation, d’irritation et de troubles du sommeil, puis une
diminution de la croissance du périmetre cranien, un retard de développement voire une régression
des acquis. A partir d’'un an, on peut noter une hypotonie et une ataxie, puis l'installation d’'un
syndrome pyramidal. Ensuite peuvent apparaitre une épilepsie, des mouvements anormaux et des
troubles visuels. D’autres phénotypes peuvent étre rencontrés : des formes spastiques ataxiques
sans troubles cognitifs, mais aussi des autismes infantiles. A I'adolescence, on peut voir apparaitre
des formes dystoniques ou schizophréniques.

Les autres syndromes de carences en folates intracérébrales ont des phénotypes
hétérogenes, avec des ages de début différents. Récemment, un cas de déficit en folates
intracérébral ayant débuté a I’dge adulte a été décrit : la patiente de 58 ans présentait un tableau de
troubles mnésiques et de myoclonies, qui s’est amendé aprés une supplémentation vitaminique

[Sadighi et al. 2012].
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Le traitement consiste en I'administration d’acide folinique a fortes doses pendant 6 a 12
mois, le plus tot possible. En effet, les carences en folates survenant a des stades critiques du
développement de I'enfant affectent la maturation structurelle et fonctionnelle du cerveau. La
détection précoce de ces carences est donc primordiale pour permettre le diagnostic de ces

pathologies potentiellement curables.

4, Troubles de la reméthylation

Il s’agit de déficits héréditaires rares d’enzymes impliquées dans la reméthylation de
I’'hnomocystéine en méthionine : déficit en MTHFR, méthionine synthase réductase, méthionine
synthase. Ces déficits entrainent un déficit en méthionine, une élévation de I’homocystéinémie, sans
augmentation de I'excrétion urinaire d’acide méthylmalonique [Schiff et al. 2011].

Le tableau clinique varie en fonction de I'dge de début et surtout de la sévérité du déficit
enzymatique. La pathogénie de ces mutations peut s’expliquer par deux mécanismes :

- Une diminution de la synthese de la méthionine, responsable d’une diminution de la

production de SAM entrainant une hypomyélination du systéme nerveux central.

- Une hyperhomocystéinémie, responsable de la survenue d’accidents vasculaires cérébraux.

L’histoire naturelle semble montrer deux profils selon I'dge de début. Lorsque le déficit est
néonatal, il existe une détérioration neurologique aigué avec un retard staturo-pondéral et une
hypotonie globale qui conduisent rapidement au décés ou laissent de lourdes séquelles
neurocognitives. Lorsque la maladie débute dans I'enfance, on assiste a une évolution triphasique :
développement normal, puis microcéphalie et retard psycho-moteur non spécifique, et enfin
aggravation aigué avec des troubles respiratoires.

Il semble que la correction précoce du déficit en méthionine via la supplémentation en
méthionine, bétaine et vitamines B9, B12, B6 soit efficace, que ce soit sur le contréle des paramétres

biologiques ou sur I'amélioration clinique.
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D. Implication des folates et homocystéine dans les pathologies

neurodégénératives et psychiatriques

L'augmentation du stress oxydatif, des altérations de I’ADN et le déclenchement des voies
apoptotiques sont impliquées dans la pathogenése de toutes les maladies neurodégénératives
majeures, incluant les maladies d’Alzheimer (MA) et de Parkinson (MP), la chorée de Huntington (CH)
et la sclérose latérale amyotrophique. D’autres facteurs spécifiques a chacune de ces maladies sont
bien entendu également impliquées (altération d’une protéine précurseur de I'amyloide dans la MA,
accumulation de toxines dopaminergiques dans le Parkinson, expansion de polyglutamine dans la

protéine huntingtine dans la CH).

1. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est caractérisée par une accumulation d’agrégats insolubles de
protéines B-amyloide sous la forme de plaques et par une dégénérescence puis une mort des
neurones, se manifestant par un enchevétrement d’agrégats fibrillaires de protéine tau. La plupart
des cas sont sporadiques, mais il existe également des familles de patients atteints de MA,
notamment par mutation de la protéine précurseur de 'amyloide et la préséniline. L’AB semble jouer
un role central dans la dysfonction et la mort des neurones induisant un stress oxydatif et rompant

’"homéostasie du calcium intracellulaire.

On connait des facteurs de risque non modifiables, tels I'dge, le niveau d’éducation et les
facteurs génétiques, mais des facteurs modifiables ont également été mis en cause, telle
I’'homocystéine.

En effet, des études sur modeles expérimentaux et humains suggerent un réle de
I’'hnomocystéine dans le processus pathologique. Il semble d’ailleurs que I’'homocystéine potentialise
la toxicité de la protéine B-amyloide [Ho et al. 2001, White et al. 2001].

Les patients atteints de MA ont des taux plasmatiques d’homocystéine plus élevés qu’une
population de témoins, apres ajustement sur les facteurs confondants, notamment I'age et les
pathologies cérébro-vasculaires [Clarke et al. 1998]. Cela a pu étre confirmé dans une méta-analyse
[Beydoun et al. 2014], avec une augmentation significative du risque de Maladie d’Alzheimer (RR
1.93, 95% Cl 1.5-2.49) chez les patients présentant des taux plasmatiques d’homocystéine élevés.
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Cette élévation pourrait d’ailleurs étre présente avant le début clinique de la maladie. En effet, une
étude prospective [Seshadri et al 2002] a mis en évidence une élévation de I’'homocystéine plusieurs
années avant que ne se développe la symptomatologie démentielle.

En revanche, dans le LCS, I'augmentation de I'homocystéine n’est pas si évidente et les
résultats sont différents d’une étude a l'autre. Il n’y a pas de différence entre les malades et les
contréles dans deux études [Smach et al. 2011; Linnebank et al. 2010]. Elle est corrélée a I'dge des
patients, et n’est donc pas augmentée de maniére significative lorsqu’elle est comparée a des
témoins de méme age dans une autre étude [Serot et al. 2005]. Cependant, elle est plus élevée chez
les patients souffrant d’'une MA que chez les témoins dans une quatrieme étude [Isobe et al. 2005]. ||
existe également une diminution significative du taux de folates dans le LCS des patients atteints de
MA [Serot et al. 2001; Smach et al. 2011].

D’autre part, il semble exister un lien entre atrophie cérébrale et homocystéine : le volume
hippocampique est inversement corrélé au taux d’homocystéine chez des patients considérés
comme cognitivement normaux [Williams et al. 2002]. Le volume cortical et le volume de
I’hippocampe sont également inversement corrélés a I'homocystéinémie [Den Heije et al. 2003].
L'atrophie cérébrale est enfin associée a I’hyperhomocystéinémie et induit un déclin cognitif
concernant principalement la mémoire épisodique [De Jager, 2014]. De méme, des taux

plasmatiques bas de folates sont associés a une atrophie du cortex cérébral [Snowdon et al. 2000].

A l'inverse, il semble que les vitamines B9 et B12 soient des facteurs protecteurs du risque de
déclin cognitif [Kado et al. 2005, Mooijaart et al. 2005]. Toutefois, des revues récentes de la
littérature pointent des problemes méthodologiques, et ne permettent pas de conclure finalement a
une efficacité de la supplémentation en vitamine B9 et B12 dans la MA. Ainsi, devant I'absence de
preuve suffisante d’efficacité sur le déclin cognitif, la supplémentation en acide folique ou en
vitamine B12 n’est pour linstant pas recommandée chez les patients présentant des troubles

cognitifs [Morris et al 2012].

Sur le plan physiopathologique, il semble exister une interaction synergique entre les
carences en folates et I’lhomocystéine d’une part, et d’autres facteurs tels I'AB d’autre part [Kruman
et al. 2002]. l'influence combinée du stress oxydatif, de la prédisposition génétique et des carences
en folates pourrait induire une neurodégénérescence, sous certaines conditions, alors qu’un seul de
ces facteurs pris isolément n’est pas suffisant. Cette dégénérescence des neurones serait en rapport

avec une perturbation de la synthése des purines et de la thymidine, et une accumulation d’ADN
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endommagé, liée au moins en partie aux perturbations du métabolisme des folates et de

I’'hnomocystéine.

2. Maladie de Parkinson

Dans la maladie de Parkinson (MP), les neurones de la substance noire dégénérent
sélectivement, induisant des difficultés a contrbéler les mouvements. Ces neurones utilisent la
dopamine comme neurotransmetteur, et sont particulierement sensibles au stress oxydatif et a
certaines toxines environnementales, comme la rotenone, un pesticide. La plupart des formes sont
sporadiques, mais des atteintes génétiques existent, avec des mutations codant pour le géne de la
Parkine et I’a-synucléine.

Une élévation de I'homocystéine plasmatique chez les Parkinsoniens a été documentée
[Kuhn et al. 1998], en particulier chez ceux traités par L-dopa [Hu et al. 2013; Blandini et al. 2001].
Cette élévation est notamment présente chez les patients présentant une mutation répandue
(C677T) de la MTHFR [Yasui et al. 2000]. Cependant, ces constatations sont tirées d’études sur des
patients symptomatiques, et on ne sait donc pas dans quelle mesure les folates et I’homocystéine
participent au processus neurodégénératif [Mattson et al. 2002].

Chez les patients traités par L-Dopa, une des explications de I'élévation de '"homocystéine
peut étre expliquée pharmacologiquement par la méthylation de la L-Dopa via la catéchol-O-
méthyltranséfrase (COMT), une enzyme notamment présente dans le cerveau : cette réaction libére
la SAH, qui est ensuite hydrolysée par la S-adénosylhomocystéine hydrolase (SAHH) et forme alors
I’'hnomocystéine. Le traitement par L-dopa pourrait induire une déplétion en groupe méthyl et ainsi
causer une élévation de ’lhomocystéine, suggérant que ce traitement pourrait accélérer le processus
neurodégénératif. Une revue de la littérature semble d’ailleurs montrer un réle potentiel de la L-
dopa en lien avec I'hyperhomocystéinémie sur les troubles cognitifs et la démence dans I'évolution
de la MP [Zoccolela 2010 Curr Med].

Lors d’expériences sur des modeles animaux de MP carencés en folates ou supplémentés en
homocystéine, Duan et al. ont mis en évidence une élévation marquée de la sensibilité des neurones
dopaminergiques a une toxine appelée MPTP qui détruit sélectivement les neurones
dopaminergiques de la substance noire, se traduisant par une atteinte motrice sévéere. Par ailleurs,
I’'homocystéine et les carences en folates sensibilisent les neurones dopaminergiques en culture a la
mort induite par le rotenone et le fer, deux agents impliqués dans la pathogenése de la MP [Duan et

al. 2002].
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Ainsi, les carences en folates et I’'hyperhomocystéinémie pourraient, en sensibilisant les
neurones dopaminergiques aux toxiques environnementaux, précipiter le début voire accélérer la

progression de la maladie.

3. Chorée de Huntington

La CH est une maladie héréditaire caractérisée par I'expansion de triplets CAG sur le géne de
la huntingtine. Les patients présentent une dégénérescence des neurones dans le striatum,
responsables d’une altération des contréles des mouvements.

Il existe une élévation significative du taux plasmatique d’homocystéine chez les patients
traités pour une chorée de Huntington, en comparaison a des sujets contrdles et des sujets atteints
de CH non traités [Andrich et al. 2004]. Dans la CH, les neurones striataux meurent précocement,
sans que I'on connaisse exactement le mécanisme par lequel I'expansion de triplet induit la mort
neuronale. Or on pense que les neurones striataux sont particulierement vulnérables aux lésions
induites expérimentalement par des neurotransmetteurs ou des acides aminés excitateurs.
L'hypothese de I'excitotoxicité a été soulevée, et Boutell en 1998 a montré que I’huntingtine
interagissait avec la CBS. Il suggére donc que cette interaction empéche la CBS de fonctionner
normalement, entrainant une élévation de I’"homocystéine qui elle-méme serait responsable de la
mort des neurones striataux impliqués dans la maladie par le biais de I'excitotoxicité [Boutell et al

1998].

4, Troubles psychiatriques

a. Dépression

Certaines études ont mis en évidence une prévalence élevée de I'hyperhomocystéinémie et
des carences en vitamine B9 chez les patients souffrant de dépression. Il semble également exister
des troubles de la reméthylation chez ces patients [Bottiglieri et al. 2000]. La supplémentation

vitaminique a pu montrer une efficacité chez certains de ces patients.
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b. Schizophrénie

Il existe une augmentation de ’homocystéine chez les patients schizophrenes [Levine et al.
2005], celle-ci n’est pas toujours associée a une carence en vitamine B9 ou B12 [Susser et al. 1998].
Cependant, la supplémentation en folates a été efficace chez les patients schizophrenes et

présentant un syndrome dépressif dans un essai contrélé en double aveugle [Godfrey et al. 1990].

E. Folates et homocystéine dans la Sclérose Latérale Amyotrophique

1. Premiere étude

En 1984, pour la premiére fois, I'implication du cycle du folate est proposée par Yoshino pour
expliquer la physiopathologie de la SLA [Yoshino et al. 1984].

En effet, une élévation d’un acide aminé sulfuré, la taurine, avait été mise en évidence dans
le cortex et la moelle épiniére de patients atteints de SLA. Or cette élévation ne pouvait pas étre le
fait d’une dégradation protéique liée a la dégénérescence motoneuronale car la taurine n’est pas un
acide aminé protéique. L'hypothése était donc que cette augmentation de la taurine pouvait étre le
reflet d’'un déreglement des acides aminés soufrés dans la maladie. Par ailleurs, le contenu en ARN
des motoneurones des patients SLA semblait diminué, et 'auteur cherchait donc une théorie
pouvant a la fois expliquer la diminution de la synthése des acides nucléiques et I'augmentation de la
taurine dans la maladie.

Yoshino a donc formulé I’hypothése d’une perturbation du cycle des folates, puisqu’il permet
a la fois la synthese des purines et pyrimidines, indispensables a la formation de I’ADN, et la synthése
de taurine a partir de cystéine, elle-méme dérivée de I'homocystéine par la voie de la
transsulfuration. Cette théorie semblait accréditée par le fait qu’une diminution de THF avait été
mise en évidence dans le cortex moteur sur des autopsies de patients SLA, ainsi qu’une diminution
de [l'activité de la 5-méthylTHF-homocystéine-méthyltransférase (correspondant en fait a la

méthionine synthase) chez les patients SLA, bien que non statistiquement significative.
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2. Etudes in vitro, sur modeles animaux

Il a fallu attendre les années 2000, pour qu’a nouveau la question de l'implication de
I’'homocystéine et des folates se pose. Les publications se sont tout d’abord intéressées a I'effet de
I’'homocystéine in vitro, et notamment sur des modeéles animaux puisque la découverte des

mutations génétiques impliquant la SOD a permis la création de modéles expérimentaux de la SLA.

Ainsi, Sung propose pour la premiere fois en 2002 d’étudier I'effet de ’homocystéine sur des
motoneurones mutés pour la SOD 1 (G93A), faisant I’'hypothése que I'homocystéine aurait un role
précipitant dans la mort cellulaire de motoneurones déja vulnérables aux agressions cytotoxiques en
raison de la mutation SOD1 [Sung et al. 2002].

L'étude a montré que I'homocystéine induit une cytotoxicité significative, dose-dépendante,
sur des motoneurones mutés pour SOD1, méme pour une concentration physiologique (10 umol/l).
Elle démontre que cette cytotoxicité implique la production de radicaux libres médiée par le cuivre
(qui est exposé par un changement conformationnel de la SOD mutante), responsable d’un gain de
fonction toxique. Cette toxicité est inhibée grace a I'utilisation d’un anti-oxydant (le trolox) et par un
chélateur du cuivre.

Ces résultats suggerent donc que I’homocystéine est un facteur précipitant, probablement
modulé par I'dge (puisque sa concentration augmente avec I’age) dans certaines formes familiales de
SLA, puisque ces formes se développent rarement avant la cinquiéme décennie alors que la mutation

génétique est présente depuis la naissance.

En 2003, Chung a réalisé une étude immunohistochimique pour évaluer la distribution de
I’'hnomocystéine dans le systéme nerveux central de souris transgéniques, mutées pour SOD 1/Chung
etal. 2003].

Les examens ont mis en évidence une intense réactivité des astrocytes dans la moelle
épiniere des souris transgéniques a 18 semaines (age ou elles étaient cliniqguement symptomatiques),
a des anticorps polyclonaux de lapins anti-homocystéine, alors que les cellules gliales des souris
contréles et des souris mutées présymptomatiques n’en présentaient pas. Chez les souris mutées,
cette réactivité était diffuse, mais notable surtout au niveau de la corne antérieure. Elle était
également présente dans le tronc cérébral et dans les noyaux cérébelleux, mais aussi intensément
dans les hippocampes, les cellules pyramidales de la région CA1-3 et les cellules granulaires du gyrus

denté.
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Ces résultats suggerent une implication des astrocytes dans la pathogenese de la SLA, bien que
leur implication fonctionnelle ne soit pas claire. lIs sont en effet impliqués dans les mécanismes anti-
oxydants, leur atteinte par I’'homocystéine pourrait étre le reflet d’'un mécanisme de détérioration

par le biais des radicaux libres dans la SLA.

En s’appuyant sur ces deux derniere études, Zhang a fait I’hypothese que I’homocystéine
était impliquée dans la SLA, et qu’une supplémentation en acide folique et vitamine B12 pourrait
induire une diminution de ’lhomocystéine, fournissant ainsi une forme de neuroprotection aux souris
mutées SOD1. Ce protocole étudiait des parametres biologiques tels 'homocystéinemie et des
parametres histopathologiques avec le comptage des cellules de la corne antérieure. La population
de souris mutées était divisée en quatre groupes, recevant soit une solution saline, soit une
supplémentation en folates, soit une supplémentation en vitamine B12, soit les deux vitamines
[Zhang et al. 2008].

L'étude a montré que la supplémentation en acide folique, seul ou en association a la
vitamine B12, protégeait le motoneurone en diminuant I'apoptose des motoneurones grace a la
diminution des facteurs pro-apoptotiques (tels PARP et la caspase 3), et en augmentant le taux d’une
protéine anti-apoptotique (BCl 2). Cette supplémentation inhibe la production de facteurs
inflammatoires (tels TNFa) et l'activation de la microglie et des astrocytes chez les souris
transgéniques SOD1. Elle induit une diminution significative de I'homocystéinémie et retarde
I"apparition de la maladie, prolongeant la survie des souris traitées.

Ces résultats suggerent donc qu’une diminution de ’lhomocystéine par supplémentation en
folates associée ou non a la vitamine B12 permet de diminuer l'inflammation et de ralentir Ia
progression de la maladie, impliquant donc un potentiel thérapeutique. L’homocystéine serait
impliquée dans la physiopathologie de la SLA en favorisant l'activation de I'apoptose des

motoneurones.

En 2010, la méme équipe [Zhang et al. 2010] fit I'hypothese que les folates et leur cycle de
transméthylation étaient altérés précocement dans I'évolution de la maladie chez les patients SLA,
conduisant a une accumulation d’homocystéine en fin d’évolution. Quatre groupes de souris mutées
SOD1 ont été étudiées, afin d’évaluer quatre stades différents de la maladie : précoce, pré-
symptomatique (atteinte histologique isolée et modérée), symptomatique (atteinte motrice clinique
et diminution significative du nombre de motoneurones) et terminal (perte d’au moins 70% des

motoneurones dans la moelle épiniére). Chez toutes les souris, un dosage plasmatique de I'acide
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folique et du 5-MTHF était réalisé, puis I'ensemble de ces dosages était réalisé dans le cortex et la
moelle épiniere aprés sacrifice. L’homocystéinémie était également étudiée.

Cette étude a mis en évidence une diminution de I'acide folique dans le plasma, la moelle épiniere
et le cortex chez des souris SOD1 au stade terminal de SLA, ainsi qu’une diminution de 5-MTHF aux
stades précoce et asymptomatique dans ces 3 sites, présente également aux stades symptomatique
et terminal. L’homocystéine plasmatique est augmentée de maniére significative uniquement aux
stades symptomatique et terminal. La perte en motoneurones n’est vraiment significative qu’a ces
deux derniers stades.

Cette baisse de 5-MTHF semble donc précéder I'atteinte des motoneurones et I'augmentation de
I’'homocystéinémie, suggérant que |’hyperhomocystéinémie tardive serait la conséquence d’un
déficit en 5-MTHF présent dés le stade précoce. Le 5-MTHF serait donc un marqueur précoce de la
SLA. L'implication d’enzymes intervenant dans le cycle des folates telles la MTHFR pourrait alors en

étre en cause.

Par ailleurs, Hemendinger a étudié la toxicité de I’homocystéine sur des cellules hybrides dérivées
d’'un motoneurone de neuroblastome in vitro (cellules couramment utilisées dans les études
thérapeutiques dans la SLA), ainsi que I'éventuel effet protecteur conféré par le MTHF et la
méthylcobalamine [Hemendinger et al. 2011].

Cette étude confirme que I'homocystéine est toxique pour le motoneurone a des concentrations
millimolaires, en induisant une activation de la caspase 3/7 et une apoptose, par un mécanisme
indépendant de la génération de radicaux libres. Cette apoptose est inhibée par Ia
méthylcobalamine, avec une diminution de I'activité de la caspase 3/7, alors que l'introduction de

THF ne diminue pas I'apoptose.

L'ensemble de ces résultats suggere effectivement une implication de I’'homocystéine et du
cycle des folates dans la physiopathologie de la SLA. Néanmoins, il ne faut pas perdre de vue que ces
études sont réalisées chez I'animal, mais surtout qu’elles sont réalisées sur des modeéles animaux
présentant un seul type de mutation génétique, et dont I'extrapolation aux formes non génétiques

doit se faire avec précaution.
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3. Etudes chez 'Homme

Ainsi, en 2008, Zoccolella a cherché a déterminer s’il existait bien une élévation de
I’'homocystéine plasmatique chez les patients SLA, en essayant de corréler 'lhomocystéinémie au
phénotype clinique de SLA [Zoccolella et al. 2008].

Cette étude monocentrique a réuni 62 patients SLA et 88 contrOles appariés en age et en
sexe, a qui ont été dosées I’homocystéine ainsi que les vitamines B9 et B12. Elle a mis en évidence
une élévation de I'homocystéine dans le plasma des patients SLA en comparaison aux controles
(médiane = 11.2 vs 9.7 umol/l, p=0.0004), s’accompagnant d’une diminution des folates
plasmatiques (médiane = 4.4 vs 5.8 ng/ml, p =0.0003), mais sans différence significative pour la
vitamine B12. La régression logistique multivariée a révélé une association directe entre le taux
d’homocystéine et la présence d’une SLA, aprés ajustement sur I'age, le sexe et le taux de vitamines,
avec un Odd Ratio a 6.4 (IC 95% 2.2-19.1, p=0.0008) lorsqu’on compare le premier et le troisieme
tertile des résultats (Hcy < 9.2 umol/l vs Hcy> 11.6umol/l). La corrélation entre ’homocystéinémie et
le phénotype clinique n’a pas montré d’association significative, seule I'observation d’une tendance a
I’élévation de I'homocystéine chez les patients diagnostiqués précocement s’est dégagée, non
significative elle aussi.

Ces résultats mettent donc en évidence une élévation de I’homocystéine chez les patients SLA.
Bien qu’elle soit faible en valeur absolue, (différence de 2 umol/I entre les deux médianes), elle est
significative et nous savons par des données expérimentales qu’une élévation méme modeste de
I’'homocystéine peut induire un stress oxydatif et altérer 'ADN. La mesure de I’lhomocystéine étant
unique, il n’y a pas d’évaluation possible de la relation temporelle entre homocystéine et SLA : il est
donc difficile de conclure quant a I'implication de I’homocystéine dans la SLA chez I'Homme : cause

ou conséquence ?

Valentino a voulu confirmer cette élévation de I’homocystéine dans le sang et mesurer pour la
premiere fois le taux d’homocystéine dans le LCS des patients SLA [Valentino et al. 2010].

Cette étude a ainsi rassemblé 69 patients SLA de forme sporadique et 55 contrdles. Elle a montré
elle aussi une élévation de ’homocystéinémie chez les patients SLA (médiane = 12.4 vs 7.26 umol/I,
p <0.001), mais surtout une élévation de ’homocystéine dans le LCS des patients SLA en comparaison
aux contrbles (médiane = 0.46 vs 0.24 umol/Il, p<0.001), cette élévation étant indépendante du taux
plasmatique. Ces élévations de 'homocystéine dans le sang et le LCS ne semblaient pas corrélées au

site de début des symptdomes, a I'age de début ni au sexe.
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L’'homocystéine ne traversant pas librement la barriere hémato-encéphalique, I’homocystéine
présente dans le LCS est directement le reflet de la balance métabolisme/catabolisme au niveau du
systeme nerveux central. Cependant, cette étude ne permet pas de se prononcer sur I'explication de
cette élévation : exces de métabolisme ou défaut de catabolisme ? Par ailleurs, la encore, il n’y a pas
d’évaluation temporelle des dosages. Néanmoins, I'étude semble confirmer que I’homocystéine est
un candidat intéressant comme biomarqueur de la maladie. Enfin, on note dans cette étude comme
dans celle de Zoccolella une grande dispersion des taux d’homocystéine plasmatique dans le LCS,
pouvant traduire une grande hétérogénéité entre les malades, et donc I'implication d’autres facteurs

dans la physiopathologie de la SLA.

Enfin, I'équipe de Levin en 2010 a voulu évaluer les taux d’homocystéine et d’acide
méthylmalonique (AMM) dans trois maladies neurodégénératives : la SLA, la maladie de Parkinson
(MP) et la Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP). Comme nous avons pu le voir plus haut, il
semble exister une élévation de I’'homocystéine dans plusieurs maladies neurodégénératives, en
particulier chez les Parkinsoniens, et notamment ceux traités par L-dopa. En revanche, aucune étude
n'a été menée dans la population des PSP [Levin et al. 2010]. 'AMM est étroitement lié au
métabolisme de I'homocystéine. En effet, AMM est formé a partir de la cystéine, elle-méme
provenant de I’homocystéine par la voie de la transsulfuration. Il est connu pour étre neurotoxique
[Kruman et al. 2000], mais n’a jamais réellement été exploré dans le cadre des maladies
neurodégénératives.

Les taux plasmatiques d’homocystéine, vitamines B9 et B12, ainsi que le taux d’AMM urinaire ont
été mesurés dans 4 groupes comprenant : 41 patients MP, 22 PSP, 27 SLA et 30 sujets controles.

Les concentrations en vitamine B9 et B12 n’étaient pas différentes d’'un groupe a I'autre. Les taux
d’homocystéine étaient significativement élevés dans les 3 groupes de malades, sans différence
significative entre ces 3 groupes: moyenne pour les patients atteints de MP 15.05 umol/l, ceux
atteints de PSP 15.75 umol/l, ceux atteints de SLA 13.94 umol/l, alors que les témoins étaient en
moyenne a 11.19 umol/l. De méme, le ratio AMM/créatinine était significativement élevé dans les 3
groupes de malades, sans différences entre eux, en comparaison au groupe controle.

Ces résultats montrent donc que I'homocystéine et 'AMM sont élevés dans ces 3 maladies
neurodégénératives, laissant supposer qu’ils participent ensemble au processus neurodégénératif,
ou au moins qu’ils en sont le marqueur. Ce processus impliquerait donc I'ensemble du métabolisme
de 'homocystéine. D’autre part, il existe dans I'évolution de ces trois pathologies des patients qui

présentent une démence. L’homocystéine étant également élevée chez les patients souffrant de
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maladie d’Alzheimer, on peut se poser la question de son implication dans le développement des

troubles cognitifs.

4, Etudes génétiques

Devant cette association forte entre élévation de I'homocystéine et SLA, plusieurs études de
génétique ont recherché une relation entre des mutations d’enzymes pouvant entrainer une
hyperhomocystéinémie et la survenue de la maladie. Elles se sont en particulier intéressées a la
MTHFR, et notamment au polymorphisme C677T, nommé variant thermolabile car I'enzyme qu’il
crée réduit drastiqguement son activité lorsque la température augmente, conduisant alors a une
accumulation d’homocystéine, en particulier lorsque I'apport en folates est bas. Ce variant est

d’ailleurs la cause génétique la plus répandue d’hyperhomocystéinémie [Stanger et al. 2003].

En 2011, une étude bicentrique (Ulm et Zurich) a comparé la fréquence de 7 variants de genes
connus pour étre impliqués dans le métabolisme de I’homocystéine (MTHFR, DHFR, CBS, méthionine
synthase, transcobalamine 2 et RFC1 Reduced Folate carrier) chez 162 patients présentant une SLA
de forme sporadique, et 162 témoins appariés pour I'age et le sexe [Kiinhlein et al. 2011].

Le variant MTHFR c.677C>T était significativement associé a la maladie, avec 6% de témoins
homozygotes contre 13% de patients (OR=2.26, p=0.02). Aucun des autres variants n’a montré de
différence significative entre les 2 groupes.

Ces résultats suggéraient donc une association entre ce variant thermolabile et la survenue d’une

SLA sporadique.

Cependant, en 2012, I'’équipe de Ricci a voulu rechercher cette mutation dans la population
italienne, en étudiant 450 SLA et 700 contrdles appariés pour I'age et le sexe.

L’étude n’a montré aucune différence significative de distribution du variant c.677C>T entre les
patients et les contréles dans la population italienne [Ricci et al. 2012].

Cette différence de résultats peut s’expliquer par le fait que la présence du variant dans la
population générale suit un gradient Nord-Sud et est donc disparate d’un pays a 'autre. En effet la
fréquence de l'allele T dans la population de Kiinhlein était trés basse (28%, avec une fréquence
d’homozygotes de 6%) alors qu’en ltalie elle est beaucoup plus élevée (44%, avec une fréquence
d’homozygotes de 18%). Les auteurs expliquent que les apports en folates sont bien différents dans

ces deux pays, et on sait que I'effet du variant thermolabile est particulierement important lorsque le
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taux de folates est bas. Ainsi, les populations présentant un ou deux alléles T et ayant des apports en
folates suffisants n’ont pas forcément une élévation de I'homocystéinémie et ne subissent donc pas

les répercussions de cette élévation.

En 2012, une équipe turque [Sazci et al. 2012] a elle-aussi étudiée le polymorphisme C667T chez
437 patients présentant une SLA sporadique et 439 controles sains.
La encore, I'étude n’a pas mis en évidence de différence significative entre la population de

patients et de témoins pour le variant c.677C>T., sauf dans le sous-groupe des femmes.

L’'ensemble de ces études ne semble donc pas apporter de preuves d’une implication formelle

d’un variant de la MTHFR dans la physiopathologie de la SLA.

5. Etudes métabolomiques

La métabolomique s’est considérablement développée depuis les années 2000. Cette technique
permet I'analyse exhaustive de I'ensemble des métabolites (molécules de petite masse moléculaire)
présents dans un organite, une cellule, un fluide biologique ou un organe. Elle permet ainsi
d’identifier et de quantifier de nombreux métabolites puis de réaliser des profils qui peuvent étre
comparés entre deux individus ou deux populations.

Cette technique a donc été utilisée dans plusieurs études pour la recherche de marqueurs
métaboliques de la SLA dans le sang ou le LCS [Rozen et al. 2005 ; Kumar et al. 2010 ; Blasco et al.
2010; Wuolikainen et al. 2011; Blasco et al. 2013]. Dans chacune de ces études, une signature
métabolique de la SLA a été mise en évidence, permettant de classer avec peu d’erreurs les patients
SLA entre eux (ceux sous riluzole et ceux sans traitement, ceux présentant des formes familiales et

ceux présentant des formes sporadiques par exemple).

6. Implication de la méthionine

La méthionine n’a jamais été étudiée spécifiguement dans la SLA. Quelques résultats sont
accessibles dans des études analysant I'ensemble des acides aminés dans le sang et le LCS [Perry et
al. 1990; Camu et al. 1993 ; lizecka et al. 2003]. Ces trois études mettent en évidence une diminution

de la méthionine dans le sang. L’étude de Perry ne montre pas en revanche de perturbations des
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taux de méthionine dans le LCS. En métabolomique, une étude [Wuolikainen et al. 2011] a identifié la
méthionine dans le LCS, qui est diminuée chez les patients SLA.

L’ensemble de ces données montre une tendance a la diminution de la méthionine chez les
patients SLA. Ceci est donc compatible avec un trouble de la reméthylation et fait suspecter

I'existence d’un trouble du métabolisme des folates et de I’'homocystéine.

F. Hypothése de travail

Il semble donc au travers de ces études, que des perturbations du cycle du folate soient
responsables d’une élévation de I’homocystéine dans le sang et le LCS chez les patients atteints de
sclérose latérale amyotrophique. Cependant I'analyse de I’lhomocystéine est indissociable des deux
grandes voies métaboliques dont elle est le carrefour, et qui impliquent d’une part le cycle des

folates et de la méthionine, d’autre part la cystéine par la voie de la transsulfuration.

Nous proposons donc dans cette étude préliminaire d’étudier les taux des folates, de
I’'homocystéine et des différents acides aminés dans le sang et le LCS des patients atteints de SLA. En
effet, a notre connaissance, aucun auteur n’a étudié simultanément I’'homocystéine, les folates et les
acides aminés dans le sang et le LCS chez 'Homme dans la SLA. L’évaluation clinique et I'examen

électromyographique compléteront ces analyses.

Nous faisons I’hypothese qu’il existe une diminution de 5-MTHF dans le LCS des patients SLA,
qui serait responsable d’une élévation de I'homocystéine et d’'une diminution de sa reméthylation en
méthionine.

L’objectif principal de ce travail sera donc d’analyser les différents métabolites intervenant
dans le cycle du folate et de I’'homocystéine dans le sang et le LCS chez des patients SLA au moment
du diagnostic.

Les objectifs secondairesseront de déterminer les corrélations cliniques et

électrophysiologiques potentielles en rapport avec les anomalies biologiques observées.
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I1l.  MATERIELS ET METHODES

A. Schéma de |'étude

Il s"agit d’'une étude pilote, épidémiologique, prospective, observationnelle, monocentrique
conduite au CHU de Toulouse, incluant des patients atteints de SLA, au moment du diagnostic de leur

affection.

La mise en ceuvre d’'une technique sensible d’analyse du 5-MTHF dans le LCS nécessitant
I’établissement de normes, un groupe de témoins ne présentant pas de pathologie neurologique
évolutive a été utilisé. Les échantillons des témoins ont également servi pour comparer les taux

d’homocystéine et des acides aminés dans le LCS avec ceux des patients.

B. Population

1. Nombre de sujets nécessaires

S’agissant d’une étude préliminaire, il est difficile de calculer le nombre de sujets nécessaires.

Notre objectif était d’inclure entre 15 et 20 patients atteints de SLA et entre 8 et 15 témoins.

2. Patients atteints de SLA

a. Recrutement

Les patients atteints de SLA ont été recrutés lors de leur premiére consultation au Centre de
Référence de la SLA du CHU de Toulouse, au moment ou le diagnostic a été formellement posé. Les

inclusions ont eu lieu du mois d’avril au mois d’aolt 2014.
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b. Critéres d’inclusion

0 Patients atteints de SLA, au moment du bilan diagnostique

O Diagnostic certain ou probable selon les critéres d’Airlie House (1998)

C. Criteres d’exclusion

0O Age<18ans, >85ans

O Patient sous curatelle ou tutelle

O Autre pathologie neurodégénérative

0 Traitement ou pathologie connus pour interférer avec le métabolisme des folates :

- Hypothyroidie

- Syndrome inflammatoire

- Insuffisance rénale, Insuffisance hépatique

- Diabete

- Comorbidité vasculaire (artériopathie oblitérante des membres inférieurs, infarctus du

myocarde récent, accident vasculaire cérébral récent (<3 mois))

- Supplémentation vitaminique (B6, B9, B12)

- Diurétiques, fibrates, statines, L-dopa, théophylline, phénytoine, méthotrexate, azathioprine

0 Impossibilité d’obtenir un recueil de données prospectif

3. Témoins

a. Recrutement

Les témoins ont été recrutés dans I’'ensemble des services de Neurologie du CHU de Toulouse

(Hopitaux de Rangueil et de Purpan). Les inclusions ont eu lieu du mois d’avril au mois d’ao(t 2014.
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b. Critéres d’inclusion

0 Patients hospitalisés, pris en charge en neurologie, et bénéficiant d’'une ponction

lombaire pour un autre motif qu’une suspicion de SLA.

C. Critéres d’exclusion
0 Age<18ans,>85ans
0 Patient sous curatelle ou tutelle
0 Traitement ou pathologie connus pour interférer avec le métabolisme des folates
0 Identification sur le bilan d’une pathologie neurologique

0 Impossibilité d’obtenir un recueil de données prospectif.

C.  Evaluation clinique

L’évaluation clinique a été réalisée lors de |’hospitalisation pour la réalisation de la ponction

lombaire. Celle-ci s’est divisée en deux parties.

Des données d’anamneése ont tout d’abord été recueillies, permettant de renseigner les
antécédents personnels et familiaux (avec la réalisation d’un arbre généalogique), les comorbidités,
les traitements en cours et I'histoire de la maladie. L’ALSFRS (Amyotrophic Lateral Sclerosis
Functional Rating Scale : ANNEXE 4), a été remplie avec l'aide de chaque patient. Cette échelle
apprécie I'atteinte bulbaire, I'atteinte fonctionnelle des membres et les fonctions ventilatoires. Elle
comporte 12 items, chacun gradué de 4 (fonction normale) a 0 (incapacité a réaliser la fonction

testée). Elle est donc un bon moyen d’évaluer la gravité de I'atteinte.

L’examen clinique permettait ensuite la recherche de critéres cliniques de diagnostic de SLA
par un examen neurologique complet : recherche d’un syndrome pyramidal, de fasciculations, d’une
amyotrophie et d’une faiblesse musculaire en réalisant un testing musculaire complet selon I’échelle
MRC (ANNEXE 5). L’évaluation de la spasticité était cotée selon I'échelle d’Ashworth (ANNEXE 6).
Cet examen clinique était également I'occasion de rechercher des anomalies atypiques (troubles

sensitifs, atteinte oculo-motrice, syndrome extra-pyramidal notamment) ainsi que des complications
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de la maladie grace a un examen général complet (infection pulmonaire et signes de phlébite par

exemple).

L’atteinte bulbaire a été évaluée en réalisant le score de Norris bulbaire (ANNEXE 7). Elle
comporte 13 items qui apprécient la mastication, la déglutition, la parole, la toux, la ventilation et le
comportement émotionnel, avec une cotation allant de 0 (absence de fonction) a 3 (fonction

normale) pour chaque élément.

L'atteinte cognitive a été dépistée par la réalisation d’'une Batterie Rapide d’Efficience
Frontale (BREF) (ANNEXE 8), car un bilan neuropsychologique plus complet n’était pas réalisable

dans le cadre de I'étude.

Le dépistage d’une atteinte pulmonaire était basé sur les données de l'interrogatoire,
permettant notamment de réaliser une cotation sur I’échelle de Borg (ANNEXE 9), ainsi que I’'examen
clinique. En cas de suspicion d’un retentissement respiratoire de la maladie, le bilan pouvait étre
complété par une exploration fonctionnelle respiratoire plus poussée (spirométrie, pression

inspiratoire maximale, SNIP test) voire une consultation pneumologique spécialisée.

D. Bilan biologique sanguin

L’ensemble du bilan devait étre réalisé lors de |’hospitalisation initiale, au moment de la
ponction lombaire, selon les modalités habituelles transmises par chaque laboratoire du CHU de
Toulouse. Exceptionnellement, en raison de difficultés de prélevements, certaines prises de sang ont
été effectuées quelques semaines apres la ponction lombaire, lors de la venue des patients en

hépital de jour de Neurologie pour 6 patients.

L'ensemble du bilan sanguin a été réalisé chez tous les patients SLA inclus dans I'étude. Les

témoins n’étaient pas concernés par cette partie du protocole.

1. Bilan standard

I comprend un ionogramme sanguin, un bilan hépatique, un hémogramme, une

créatininémie.
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Le dépistage de pathologies interférant avec le métabolisme des folates a nécessité le dosage
de ’hémoglobine glyquée et de la TSH.

La recherche de diagnostics différentiels a motivé la réalisation des sérologies VIH, hépatites
B et C, syphilis et Lyme, ainsi qu’une immunoélectrophorese des protéines plasmatiques.

Enfin, un bilan de dénutrition comprenant le dosage de I'albumine et la préalbumine a été

réalisé.

2. Bilan dans le cadre de I'étude

a. Vitamines B9 / Folates

Le dosage des vitamines B9 sériques a été réalisé aprés préléevement sur sang périphérique
sur tube sec par une technique de chimiluminescence (ROCHE — Analyseur Cobas 8000).

Le dosage des vitamines B9 érythrocytaires a été réalisé apres prélévement sur sang
périphérique sur tube EDTA K3 par technique d’électrochimiluminescence (ROCHE — Analyseur Cobas

8000).
b. Vitamines B12 / Cobalamine
Le dosage des vitamines B12 a été réalisé aprés préléevement sur sang périphérique sur un
tube sec, par une technique d’électrochimiluminescence (ROCHE — Analyseur Cobas 8000).

C. Homocystéine

Le dosage de I'homocystéine a été réalisé apres prélevement sur sang périphérique sur un
tube sec SST avec séparateur de sérum, apreés un transport dans la glace, selon une technique

enzymatique (ROCHE- Cobas c).

d. Chromatographie des acides aminés

La chromatographie des acides aminés a été réalisée apres prélevement sur sang

périphérique, le matin, a jeun, sur un tube hépariné.

Le plasma des patients a été soumis a une étape de déprotéinisation en présence d’acide
sulfosalicylique. Les concentrations des acides aminés plasmatiques ont été déterminées par

chromatographie liquide échangeuse d’ions (Jeol JLC-500/V, JEOL, Tokyo, Japan). Aprés réaction avec
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la ninhydrine, les acides aminés ont été détectés a 570nm et 440nm. L'analyse des données et les

calculs de concentrations ont été réalisés a I'aide du logiciel Jeol Workstation version 3.45.

E. Etude du liquide cérébro-spinal

1. Technique

Le liquide cérébro-spinal a été recueilli aprés protocole d’asepsie habituel par ponction

lombaire aux espaces L3-L4 ou L4-L5.

2. Bilan standard

L’étude biochimique ainsi que I'analyse cytologique du LCS ont été réalisées au CHU de
Toulouse. Dans le cadre du diagnostic différentiel, la réalisation d’une isoélectrofocalisation du LCS a

été demandée.

3. Bilan dans le cadre de I'étude

a. Généralités

Les préléevements ont été réalisés chez les patients atteints de SLA et les témoins inclus dans
I’étude. Les tubes ont toujours été prélevés dans le méme ordre afin que les résultats soient
comparables d’un patient a l'autre.

L'ensemble des prélevements a été plongé dans la glace immédiatement au lit du patient,
puis traité immédiatement ou congelé dans les 15 minutes a —80° si les analyses étaient réalisées
ultérieurement.

Les analyses de I’"homocystéine et du 5-MTHF dans le LCS ont été confiées au Laboratoire de
Biochimie du Dr Jean-Francgois Benoist a I’h6épital Robert Debré a Paris. Les prélevements ont été
stockés au congélateur a —80° pendant quelques semaines, puis envoyés dans de la carboglace a
Paris. Les envois puis les analyses ont été rassemblés en deux séries de prélevements afin de réduire

la variabilité inter-groupe.
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b. Chromatographie des acides aminés

La chromatographie a été réalisée avec une méthode HPLC par échange d’ions au CHU de

Toulouse au fur et a mesure des inclusions des patients.

Elle a été réalisée selon la technique de chromatographie liquide couplée a une

spectrométrie de masse a I'H6pital Robert Debré de Paris.

C. 5-MTHF et homocystéine

Une technique de chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse a été

réalisée pour ces deux dosages.

F. Electroneuromyographie

L’électroneuromyographie a été effectuée pour chaque patient par le méme examinateur,
neurologue exercant au sein du Centre de Référence de la SLA du CHU de Toulouse, sur une machine
de type Natus®. Une étude systématique des conductions nerveuses motrices dans les territoires
sciatiques poplités externes (SPE), sciatiques poplités internes (SPI), ulnaires et médians a été
réalisée. L'étude des conductions sensitive intéressait les territoires musculo-cutanés, saphénes
externe, ulnaires et médians. L'examen était bilatéral. Une étude en détection a complété

I’exploration par une analyse de muscles d’innervation bulbaire, cervicale, thoracique et lombaire.

G.  Analyses statistiques

Une analyse descriptive de la population a été menée. Les variables qualitatives sont décrites
par 'effectif des catégories et leur pourcentage. Les variables quantitatives sont décrites par leur
moyenne et leur écart-type ou par leur médiane et I'intervalle interquartile.

Au vu de la petite taille de notre effectif, un test de Mann Whitney a été réalisé pour
comparer les moyennes des taux de 5-MTHF, de I’homocystéine dans le sang et le LCS et des

différents acides aminés dans le LCS.
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Les corrélations ont été étudiées en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson.
Le risque de premiére espéece est fixé a 5 %.
L’analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SPSS®. Les graphiques ont été réalisés a

I’aide du logiciel Prism®.

H. Financement

L’Association de Neurologie a financé I'envoi des prélevements a Paris.

Le laboratoire du Dr Jean-Francois Benoist a gracieusement offert les analyses réalisées a
Paris.

Le reste du bilan biologique a été pris en charge par la Sécurité Sociale des patients puisqu’il

rentrait dans le cadre du diagnostic différentiel de la SLA.

l. Aspects légaux

L’étude a été validée par le Comité d’Ethique et de Recherche du CHU de Toulouse le 11 avril

2014 (numéro de projet 17-0214) (ANNEXE 10).

Une information écrite a été remise aux patients et aux témoins concernant les modalités de
I’étude, et leur consentement a été recueilli par écrit avant le début des explorations (ANNEXES 11,

12 et 13).
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V. RESULTATS

A. Population

1. Patients

Quatorze patients atteints de SLA (9 hommes, 5 femmes) ont été évalués au moment du
diagnostic de leur pathologie et ont bénéficié d’'un examen clinique, d’'une électromyographie et
d’analyses biologiques effectuées dans le sang et le LCS. Tous remplissaient les critéres de SLA
certaine ou probable selon Airlie House. Une patiente a d{ étre exclue de I'ensemble des analyses
statistiques car elle suivait une supplémentation en folates depuis plusieurs semaines.

L’age moyen des patients au moment du diagnostic est 65.6 ans (+12.2). La grande majorité
des patients présente une forme de début spinal (77%). Une patiente a une forme de début bulbaire,
et deux patients ont un tableau plus rare (atrophie musculaire spinale et forme « flail arm »).

Deux patients (15%) présentent tres probablement une forme génétique puisque pour
chacun, au moins un ascendant direct a développé une SLA. Une enquéte génétique est donc en
cours, dont les résultats ne sont pas encore connus.

Le délai entre le début des symptoémes et I'affirmation du diagnostic de SLA est en moyenne
de 11 mois (%5), ce qui est comparable a la littérature [Nzwalo et al. 2014 ; Paganoni et al. 2014].

Le score ALSFRS, reflétant la sévérité du tableau clinique et son impact dans la vie
quotidienne, est en moyenne de 40 (sur 48 points possibles), avec des valeurs s’étendant entre 24 et
47. l’atteinte motrice est reflétée par la cotation MRC, cotée sur 220, qui s’éleve en moyenne a 203,
mais aussi par la moyenne des amplitudes motrices en ENMG, représentant la perte axonale, qui
atteint en moyenne 5.3 mV. Le score de Norris bulbaire moyen est de 35 (sur 39 points), les valeurs
s’étalant entre 25 et 39. Seuls 4 patients présentent une spasticité clinique, qui reste modérée sur
I’échelle d’Ashworth (entre 1 et2). 46% des patients présentent une atteinte respiratoire subjective.

Celle-ci reste cependant discréte voire modérée selon I'échelle de Borg.

L’ensemble de ces données permet de confirmer que cet effectif est représentatif de la
population SLA au moment du diagnostic : age de début, délai entre le début des symptomes et le

diagnostic, formes spinales prédominantes et stade clinique modéré.

L'ensemble de ces résultats est récapitulé dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Récapitulatif des caractéristiques démographiques des patients.

Variables Patients (n=13)

Age moyen (années) 65.6+12.2
Ratio hommes/femmes 9/4
Délai diagnostique moyen (mois) 11+5
Antécédents familiaux de SLA 2
Début spinal 10 (77%)
Forme Début bulbaire 1(8%)
clinique Atrophie musculaire spinale 1 (8%)
Flail arm 1(8%)
SLA cliniquement certaine 6 (46%)
SLA cliniquement probable 4 (31%)

Criteres

SLA cliniqguement probable
d’Airlie House
étayée par des examens 3 (23%)

paracliniques

Score ALSFRS moyen (sur 48) 406
Score de Norris bulbaire moyen (sur 39) 35+5

Score de BREF moyen (sur 18) 14+ 4
Cotation MRC totale moyenne (sur 220) 203+17.6
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Les symptomes présents au moment du diagnostic sont détaillés dans le graphique ci-
dessous. lIs refletent principalement I'atteinte musculaire, qui se manifeste principalement par une
faiblesse et des douleurs musculaires, des crampes et des difficultés a la marche. La présence d’une
atteinte bulbaire est moins fréquente (38%), se manifestant principalement par des troubles de la
déglutition et une dysarthrie. On remarquera qu’aucun patient ne se plaint de troubles cognitifs,
mais ceux-ci sont pourtant trés probablement présents, puisque les scores de BREF s’étendent entre

4 et 18, avec une moyenne de 14 (+ 4).

Symptémes au moment du diagnostic

Plainte cognitive
Hypersialorrhée

Troubles dz la déglutition
Dysarthrie

Crampes

Difficulté a la marche

[ ]
]
1
|
]
Fatigakilitz I
Couleurs musculzires I
]

Faiblesse musculaire

0 2 - 6 8 10 12 14

2. Témoins

Six témoins ont pu étre recrutés, dont I’dge moyen est de 31.8 ans (+ 9). Le motif de leur
hospitalisation en neurologie et le diagnostic finalement retenu sont décrits dans le Tableau 2. Tous

ont une imagerie cérébrale et une cytochimie du LCS normales.
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Tableau 2: Caractéristiques cliniques des témoins.

Témoins Age Motif d’hospitalisation Diagnostic
1 25  Troubles sensitifs Symptomatologie d’origine fonctionnelle
2 35 | Céphalées et vertiges Symptomatologie d’origine fonctionnelle
3 42  Troubles sensitifs Symptomatologie d’origine fonctionnelle
4 23 | Troubles sensitifs AIT?
5 42  Céphalées et hémiparésie Migraine avec aura
6 23 | Céphalées et hémiparésie Migraine avec aura

B.  Electroneuromyographie

L'ENMG met en évidence une perte axonale motrice chez 54% des patients, que nous avons
modélisée par la moyenne des amplitudes motrices recueillies sur les nerfs médians, cubitaux, SPE et
SPI. Lorsque la moyenne était inférieure a la limite inférieure (4 mV), elle était considérée comme
pathologique.

Les vitesses de conductions sensitives et motrices sont normales chez tous les patients.

Nous avons considéré qu’il existait une neuropathie axonale chez tout patient présentant
une diminution d’amplitude du potentiel sensitif des deux saphénes externes et/ou des deux
musculo-cutanés inférieure a la limite inférieure de la normale (5 uV pour le musculo-cutané, 8uV
pour le saphéne externe, correspondant a -2DS) : quatre patients présentent donc selon ces critéres

une neuropathie sensitive axonale associée d’intensité modérée.
L’'ensemble des patients réunit bien les criteres EMG de SLA certaine ou probable, associant

des signes de dénervation aigué et des fasciculations d’une part, et des signes de dénervation

chronique d’autre part dans au moins deux territoires, comme le montre le Tableau 3.
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Tableau 3: Tableau récapitulatif des données ENMG des patients SLA.

Bulbaire Cervical

2/2

0/1

- 1/1 0/1 1/1 fasciculations
- 1 0/1 1/1 2 1/2 2/2 1 0/1 1/1 2 fasciculations 2/2
- 1 0/1 1/1 2 1/2 2/2 1 0/1 1/1 2 2/2 2/2
- 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2
- 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2
1 0/1 1/1 2 2/2 2/2 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2
- 1 1/1 1/1 5 5/5 5/5 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2
- 1 0/1 1/1 3 1/3 3/3 1 0/1 0/1 2 2/2 2/2
“ 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2
1 1/1 1/1 1 1/1 1/1 1 1/1 1/1 1 1/1 1/1
“ 1 fasciculations 1/1 2 fasciculations 2/2 1 fasciculations 1/1 2 fasciculations 2/2
- 1 fasciculations 1/1 2 fasciculations 2/2 1 fasciculations 1/1 2 fasciculations 2/2
“ 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2 1 1/1 1/1 2 2/2 2/2
R



C. Biologie

1. Analyses standards

Le bilan biologique standard est normal pour I'’ensemble des patients. Il n’y a notamment pas
de syndrome inflammatoire, ni de pertubations du bilan hépatique ou de la fonction rénale qui
pourraient géner l'interprétation du dosage de I'homocystéine. De méme, aucun patient ne présente

d’hypothyroidie ni de diabete déséquilibré apres réalisation de la TSH et de I’"hémoglobine glyquée.

Les dosages de I'albumine et de la préalbumine sont normaux chez tous les patients, ainsi
que l'indice de masse corporelle. Aucun patient ne présente donc un état de dénutrition pouvant
expliquer d’éventuelles carences, méme si certains ont perdu du poids dans les mois précédant le

diagnostic.

En ce qui concerne les diagnostics différentiels, les sérologies syphilitiques et des borrélioses
sont négatives, sauf pour 2 patients dont les résultats témoignent d’une infection ancienne guérie.

L’'ensemble des sérologies pour le VIH sont négatives.

Seule une ponction lombaire a été traumatique, mais les tubes destinés aux
chromatographies des acides aminés et a I'analyse du 5-MTHF ont été prélevés en dernier. Quatre
patients ont une protéinorrachie modérément élevée de maniére isolée, inférieure a 0.70 g/l,

compatible avec le diagnostic. De méme, l'indice de barriere est élevé chez six patients.

2. Dosages plasmatiques dans le cadre de I'étude

L'ensemble des dosages sanguins n’a été réalisé uniquement chez les patients. Pour 7
patients, certains prélevements n’ont pu étre réalisés au moment de I'inclusion pour des probléemes
organisationnels : les prises de sang ont donc été réalisées lors d’'une hospitalisation en hépital de
jour dans les deux a trois mois qui ont suivi lI'inclusion. Pour deux patients, le dosage des vitamines
B9 érythrocytaires n’a pu étre effectué en raison de difficultés techniques. Pour deux patients, les
données concernant la chromatographie des acides aminés dans le sang sont malheureusement

manquantes.
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Les médianes des vitamines B9 sériques et globulaires ainsi que de la vitamine B12 sont dans
les normes, de méme que leurs intervalles interquartiles respectifs (Tableau 4). Seul un patient
présente une carence en folates, a la fois sur le dosage sérique et érythrocytaire, sans carence en
vitamine B12 associée. Un patient présente une carence en B12 isolée, et deux patients sont au-dela

de la norme pour ce dosage.

Cinqg patients présentent une hyperhomocystéinémie (supérieure a 15 pmol/L) (Figure 5). La
médiane et la moyenne restent dans les normes du laboratoire, mais sont proches de la limite
supérieure de la normale, I'étalement des valeurs est donc centré par la valeur extréme supérieure
de la norme, confirmant la tendance a une augmentation de I’homocystéine plasmatique retrouvée
dans la littérature chez les patients SLA La médiane de notre groupe de patients, qui s’éleve a 13.2
pumol/L, est comparable aux médianes relevées dans I'étude de Zoccolella (11.2 umol/L) et dans celle

de Valentino (12.4 umol/L) alors qu’elles avaient de plus gros effectifs (respectivement 62 et 65

patients).
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Figure 5: Concentrations de ’homocystéine dans le sang des patients.

La barre horizontale matérialise la moyenne des valeurs (13,6 umol/L). Les valeurs normales du laboratoire s’étendent entre 5 et 15

umol/L.
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Tableau 4: Résultats des dosages plasmatiques concernant les vitamines B9 sériques et érythrocytaires, les

vitamines B12 et ’lhomocystéine chez 13 patients SLA.

Intervalles Normes du

Médianes Moyennes

interquartiles laboratoire

Vitamines B9 sériques (en ng/mL) . . 6.08-8.97 >5.38

Vitamines B9 globulaires (en ng/mL) 693 728 627-848 523-1257
Vitamines B12 (en ng/L) 405 476 365-580 191-663

Homocystéine plasmatique (en umol/L) 13.2 13.6 10.7-16.9 <15

La chromatographie des acides aminés dans le sang semble montrer un profil particulier,
avec une élévation de la glutamine. Il existe également une discrete élévation de la lysine et de la 3-
méthyl-histidine dans une moindre mesure. En revanche, la méthionine reste tout-a-fait dans les
normes, il ne semble n’y avoir d’ailleurs aucune tendance particuliére (ni élévation, ni diminution).
Les dosages de la glycine et la sérine, impliquées dans le cycle des folates, restent eux-aussi

parfaitement normaux. (Tableau 5)

Tableau 5 : Résultats de la chromatographie des acides aminés dans le sang chez 13 patients SLA pour la

méthionine, la sérine, la glycine, la glutamine, la lysine et la 3-méthyl-histidine.

Médianes = Moyennes . Intervallt.as SOTES f’u
interquartiles laboratoire

Méthionine (en umol/L) 24 26 22-26 17-36
Sérine (en umol/L) 114 123 111-141 80-153
Glycine (en umol/L) 252 259 242-279 160-323
Glutamine (en pmol/L) 671 693 639-801 350-580
Lysine (en umol/L) 234 237 201-258 138-227
3-méthyl-Histidine 12 14 9-21 0.7

(en pmol/L)



3. Dosages dans le LCS dans le cadre de I'étude

L'ensemble des dosages a été effectué pour les patients et les témoins, une analyse
comparative a donc pu étre menée. En raison de problémes techniques, le 5-MTHF dans le LCS n’a pu

étre rendu que pour 11 des 13 patients.

Nous observons une nette tendance a la baisse du 5-MTHF dans le LCS chez les patients, qui
n’est cependant pas significative (p=0.149) (Figure 6). Un témoin semble avoir un profil particulier se
détachant du reste de la population des témoins, avec un taux de 5-MTHF trés bas. Ce résultat
diminue ainsi la différence observée entre nos deux groupes et donc la significativité de nos
résultats. L'analyse détaillée du dossier de patient révele que le diagnostic final retenu est celui d’'une
migraine avec aura. Un test de Fisher a été réalisé afin de comparer le taux de patients ayant un
dosage inférieur a la norme inférieure de 5-MTHF chez les SLA et chez les contrdles, mais il ne met

pas non plus en évidence de différence significative entre ces deux groupes (p=0.30).
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Figure 6: Concentrations de 5-MTHF dans le LCS des patients des témoins.

La barre horizontale matérialise la moyenne des valeurs dans chaque groupe. p=0.149 (Test de Mann-Whitney)
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En revanche, aucune différence significative n’est observée concernant le taux

d’homocystéine dans le LCS entre les patients et les témoins (p= 0.693) (Figure 7).
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Figure 7: Concentrations de I'homocystéine dans le LCS des patients SLA et des témoins.

La barre horizontale montre la moyenne des valeurs dans chaque groupe. p=0.69 (test de Mann-Whitney)

En ce qui concerne les acides aminés dans le LCS, nous n’observons aucune différence
significative quel que soit le métabolite testé, en dehors de la glycine qui est significativement plus
élevée chez les témoins (p= 0.026). Cependant, cette différence est attribuable aux témoins : pour 3
d’entre eux, les dosages dépassent tres nettement la norme, les patients SLA ayant des valeurs qui
restent parfaitement dans la fourchette édictée par le laboratoire.

Nous observons une tendance a la baisse de la sérine (p=0.103) et a I'augmentation de la
phénylalanine (p=0.143). Nous notons qu’aucune différence n’est observée pour le dosage de la

méthionine (p=0.25).

4, Corrélations

Comme cela est attendu, le taux sérique de vitamine B9 est corrélé au taux érythrocytaire de
B9 et au 5-MTHF dans le LCS (respectivement r=0.6, p=0.049 ; r=0.7, p=0.016). Il semble également
lié au dosage en vitamine B12 (r=0.55 p=0.052) et étre inversement relié a ’homocystéinémie (r= -
0.55, p=0.051), mais les résultats ne sont pas statistiquement significatifs, probablement du fait de la

petite taille de notre population.
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Les taux de 5-MTHF dans le LCS et de vitamine B9 érythrocytaire ou de vitamine B12 dans le
sang ne paraissent pas reliés (respectivement p=0.23 et p=0.21). En revanche, il semble qu’il existe
une corrélation négative entre le 5-MTHF et I’'homocystéine plasmatique bien que non significative
(r=-0.46, p=0.15), mais qu’il n’existe aucun lien avec I'homocystéine dans le LCS (p=0.49), ce qui
pourtant était attendu [Smith et al. 2012]. L’'homocystéine plasmatique et ’lhomocystéine dans le LCS
ne sont d’ailleurs pas corrélées (p=0.56), mais ceci était déja le cas dans I'étude de Valentino. Il n'y a
pas non plus de corrélation entre le 5-MTHF et la méthionine, que ce soit dans le sang ou le LCS

(respectivement p=0.21 et p=0.77).

Les taux de 5-MTHF ne sont pas corrélés a I’age des patients (p=0.31) ni au sexe (p=0.50) ou a
la gravité clinique, reflétée d’une part par le score ALSFRS (p=0.62) et d’autre part par la moyenne
des amplitudes motrices qui représente la perte axonale (p=0.25). La présence d’une neuropathie

axonale n’est pas reliée a un taux bas de 5-MTHF (p=1).

Il semble en revanche exister une relation positive bien que non statistiquement significative
entre le 5-MTHF et I'atteinte cognitive, reflétée par le score de BREF (r=0.5, p=0.11). L’atteinte
cognitive est par ailleurs nettement corrélée a ’homocystéine dans le LCS (r=0.75, p=0.003): plus la
BREF est basse (et donc plus I'atteinte cognitive est sévere), plus I'homocystéine est basse dans le
LCS (Figure 8). En revanche, il ne semble y avoir aucun lien entre ’lhomocystéinémie et |'atteinte

cognitive (p=0.56).
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Figure 8: Corrélation entre I'Homocystéine dans le LCS et la BREF. r=0.75, p=0.003
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Le délai entre le début des symptomes et le diagnostic est corrélé négativement a
I’'homocystéinémie (r= -0.8, p=0.0008) (Figure 9), et il semble exister une tendance positive entre le
délai diagnostique et le 5-MTHF (r=0.47, p=0.14) bien que non statistiquement significative.
L'inclusion dans notre étude se faisant au moment du diagnostic, le délai diagnostique et la durée de
la maladie sont identiques et nous ne pouvons donc pas savoir actuellement si cette corrélation est

attribuable a I'un ou 'autre.
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Figure 9: Corrélation négative entre I'homocystéine plasmatique et le délai diagnostique. r=-0.8; p=0.0008

Le taux de glutamine dans le sang, que nous avons noté élevé chez la plupart de nos patients
(9/11), n’est pas corrélé a celui du 5-MTHF (p=0.43), ni a ’"homocystéine dans le sang (p= 0.25) ou
dans le LCS (p= 0.52). Il n’est pas non plus corrélé au score ALSFRS (p=0.34), a I'atteinte cognitive

(p=0.2) ni au délai diagnostique (p=0.32).
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V. DISCUSSION

A.  Obijectif principal

1. Données générales

Notre étude montre que le 5-MTHF dans le LCS a tendance a étre abaissé dans la SLA, sans
élévation de I'homocystéine dans le LCS ni modification des taux de méthionine dans le sang ou le
LCS. On ne constate pas d’hyperhomocystéinémie, mais il existe une tendance a I'augmentation de
I’homocystéine dans le sang comparable a celle observée dans la littérature.

Ces résultats ne sont donc pas parfaitement en adéquation avec I’hypothése que nous avions

formulée au début de ce travail.

2. Cohérence avec la littérature

L’homocystéinémie moyenne du groupe de patients atteints de SLA est normale, bien qu’un
tiers de patients présente une élévation de I'homocystéine. Le design de notre étude ne nous
permettait pas de comparer ces taux a ceux de témoins « sains ». Il est cependant intéressant de
constater que les valeurs observées pour I’homocystéinémie de nos patients sont semblables a celles
observées dans les 2 études précédentes [Zoccolella et al. 2008, Valentino et al. 2010]. En effet, dans
ces deux études une élévation de I'homocystéine chez les patients avait été observée en
comparaison aux témoins, mais les valeurs moyennes restaient dans les normes : il n’existait donc
pas d’hyperhomocystéinémie au sens propre. Ces anomalies restaient cependant intéressantes a
noter car, comme nous lI'avons vu plus haut, I'homocystéine induit in vitro une cytotoxicité
significative, sur des motoneurones mutés pour SOD1, méme pour une concentration physiologique
(10 umol/l) [Sung et al. 2003]. Ainsi, bien que notre étude ait un petit effectif et qu’aucune
comparaison ne soit possible par rapport au groupe témoin, il n’en demeure pas moins que nos

résultats sont cohérents avec ceux observés dans la littérature.

Il s"avere également que nous tendons a reproduire chez I’'Homme les résultats obtenus par
Zhang et son équipe sur un modele animal de souris mutées SOD1 [Zhang et al. 2010]. Cette étude
avait mis en évidence une diminution de 5-MTHF dés les stades précoces et asymptomatiques dans

le plasma, la moelle épiniere et le cortex. L’homocystéine plasmatique en revanche n’était
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augmentée qu’aux stades symptomatiques et terminaux, au moment ou la perte en motoneurones
était vraiment significative. Cette baisse de 5-MTHF semble donc précéder [I'atteinte des
motoneurones et I'augmentation de I’homocystéinémie, suggérant que I’hyperhomocystéinémie
tardive serait la conséquence d’un déficit en 5-MTHF présent dés le stade précoce. Dans notre étude,
les patients ont été inclus au moment du diagnostic, donc en début de phase symptomatique: ils
présentent donc une tendance a la baisse du 5-MTHF et a I'élévation de ’homocystéine plasmatique.
Par ailleurs, 'lhomocystéine dans le LCS n’avait pas été dosée chez la souris, et par conséquent,
I'absence de modification de I’homocystéine dans le LCS dans notre étude est difficilement

interprétable.

3. Absence de diminution de la méthionine

L'absence de diminution de la méthionine est nette dans notre étude, que ce soit dans le
sang ou dans le LCS. En I'absence d’étude ayant étudié ce métabolite précisément dans la SLA, il est
difficile d’expliquer avec rigueur ce résultat. Nous pouvons néanmoins imaginer que cette
diminution de la méthionine apparait plus tardivement dans la maladie car elle est au bout de la voie
métabolique de la reméthylation. Ainsi, il faut probablement que la carence en 5-MTHF soit plus
marquée pour que la répercussion sur la méthionine soit nette, et ce d’autant plus que la méthionine
est également apportée par I'alimentation, un phénomene de compensation par I'alimentation n’est

donc pas exclu.

4. Limites

Notre observation d’une tendance a la diminution du 5-MTHF chez les patients en
comparaison aux témoins doit étre pondérée par le fait que les patients et les témoins n’ont pas le
méme age : les témoins ont en moyenne 35 ans et les patient 66 ans. Or, nous savons que le 5-MTHF
varie en fonction de I'age [Smith et al. 2012]. Ce résultat mérite donc d’étre confirmé dans une
étude ol patients et témoins seraient appariés pour I'age. Nous noterons toutefois que dans notre
étude, les taux de 5-MTHF ne sont pas corrélés a I’age chez les patients.

D’autre part, deux témoins sont migraineux et des relations entre migraine et homocystéine
ont pu étre décrites. Une revue récente de la littérature semble montrer que le lien entre migraine et

homocystéine plasmatique est tres faible [Lippi et al. 2014]. En revanche, ce lien semble puissant
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avec I'homocystéine dans le LCS [Isobe et al. 2010]. Un de ces deux témoins présente d’ailleurs les
valeurs extrémes des témoins pour certains dosages : le taux d’homocystéine dans le LCS est le plus
élevé observé pour les témoins (2.73 umol/l) alors que le 5-MTHF est le plus bas des témoins (23.95

nmol/l). La comparaison de nos patients avec ces témoins migraineux pourrait ainsi étre biaisée.

B.  Objectifs secondaires

1. Homocystéine : reflet de I'agressivité de la maladie ?

Dans I'étude italienne [Zoccolella et al. 2008], seule I'homocystéine dans le sang avait été
dosée. Il existait une élévation de I’homocystéine significative, qui n’était pas influencée par la durée
de la maladie, mais était inversement corrélée au délai diagnostique. Les auteurs avaient donc fait
I’'hypothése que I'élévation de I'homocystéine pouvait étre associée a des formes de SLA plus
agressives car évoluant plus rapidement, expliquant donc que le délai entre le début des symptémes
et le diagnostic soit plus court dans ces formes. Dans notre étude, il existe une corrélation négative
entre 'homocystéinémie et le délai entre le début des symptomes et le diagnostic. Cependant,
comme nous l'avons précisé plus haut, on ne peut conclure quant a ce critére, car durée d’évolution
de la maladie et délai diagnostique sont confondus chez nous, I'inclusion des malades se faisant au

moment du diagnostic.

Dans l'autre étude analysant ’homocystéine plasmatique, ’"homocystéine dans le LCS et la
SLA [Valentino et al. 2010], les liens entre durée de la maladie, délai diagnostique et taux
d’homocystéine n’ont pas été étudiés. On notait cependant une grande dispersion des résultats de
I’'homocystéine dans le LCS chez les patients, pour lesquels un grand nombre se recoupaient avec
ceux des témoins (Figure 10). Aucune corrélation avec un pattern particulier de patients n’a pu étre
mise en évidence par les auteurs, en dehors d’un lien faible, non statistiquement significatif (p=0.11),
avec ceux présentant une progression rapide de leur maladie. Ce lien semblait exister également

avec I’homocystéine dans le sang, mais n’était pas non plus significatif (p=0.14)
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Figure 10: Résultats de I'homocystéine dans le LCS dans I'étude de Valentino et al (2010), p <0.001

Ainsi, I’élévation de I'homocystéine dans le sang et le LCS pourrait donc étre le reflet de
I'agressivité de la maladie, les patients ayant une élévation de I'homocystéine dans le sang et le LCS
étant plus susceptibles de présenter une forme évoluant rapidement. Cette hypothése n’est pas
vérifiée a I'heure actuelle, puisque nous n’avons pas de notion du suivi évolutif de ces patients

présentant une élévation de ’homocystéine.

Cette corrélation entre I’homocystéine plasmatique et le délai diagnostique peut également
étre interprétée d’une autre maniere : ’homocystéinémie pourrait ainsi n’étre élevée qu’a la phase
initiale de la maladie et aurait tendance a décroitre au cours de I'évolution. Néanmoins, nous I'avons
vu plus haut, cette hypothése ne concorde ni avec les résultats antérieurs constatés chez ’lhomme, ni

avec ceux obtenus chez I’animal.

Le suivi clinique de nos malades permettra a distance de savoir si I'association
statistiqguement significative retrouvée dans notre étude entre le délai diagnostique et
I’'homocystéinémie est effectivement attribuable a la rapidité de progression de la maladie. Quoi qu'’il
en soit, ’homocystéinémie n’est pas reliée dans notre étude a la sévérité cliniqgue au moment du

diagnostic, puisqu’elle n’est pas corrélée a I’ALSFRS.

2. Homocystéine et atteinte cognitive

La gravité de la maladie, modélisée par le score ALSFRS et la perte axonale motrice a 'EMG

semble indépendante du 5-MTHF et de ’lhomocystéine.
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En revanche, I'atteinte cognitive est clairement reliée a I'homocystéine dans le LCS et notre
étude montre également une tendance a la baisse du 5-MTHF chez les patients ayant un score bas a
la BREF. Or, nous I'avons vu précédemment, I'élévation de ’homocystéinémie dans le LCS semble un
facteur commun a plusieurs pathologies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer et maladie de
Parkinson) [Isobe et al. 2005]. Cette élévation n’est pourtant pas évidente dans le LCS des patients
atteints de SLA. Il existe méme une corrélation inverse intéressante entre les troubles cognitifs dans
la SLA et I’homocystéine. Nous pouvons émettre I'hypothése que les formes de SLA sans démence et
les formes associées a une atteinte cognitive frontale sont sous-tendues par des mécanismes
physiopathologiques différents. Ainsi, les patients sans troubles cognitifs auraient des taux
d’homocystéine plus élevés, se rapprochant des pathologies précédemment citées (maladies
d’Alzheimer et de Parkinson), alors que I’'homocystéine resterait basse chez les patients déficitaires
sur le plan cognitif, reflétant la mise en jeu d’autres processus dans la physiopathologie de ces
formes frontales. L'implication de I’homocystéine et de son métabolisme reste cependant a
éclairer : I'homocystéine intervient-elle dans un processus initial de neurodégénérescence commun a
I'ensemble de ces pathologies avant que d’autres facteurs plus spécifiques de chaque maladie
n’interviennent, ou au contraire est-ce la conséquence de la neurodégénérescence, qui conduirait a
une sorte de voie finale commune ? Ces constatations méritent d’étre affinées par une étude
exhaustive de la cognition grace a un bilan neuropsychologique complet. Néanmoins, notre étude
souléve la question de l'intérét du dosage de I'homocystéine dans le LCS comme caractere

discriminant d’'une détérioration cognitive frontale.

C. Intérét de la supplémentation en folates ?

La mise en évidence de cette baisse des folates dans le systeme nerveux central nous fait
nécessairement réfléchir a I'indication de la supplémentation périphérique en folates, comme cela a
pu étre essayé dans la maladie d’Alzheimer notamment [Durga et al. 2007].

Il est dans ce sens extrémement intéressant de reprendre I'ensemble des résultats de la
patiente que nous avions exclue initialement car elle suivait un traitement par acide folinique depuis
plusieurs mois dans le cadre d’une leucémie lymphoide chronique. En effet, le taux sérique de
vitamines B9 reste bien dans la norme chez cette patiente (8.63 ng/mL), mais le taux érythrocytaire
de B9 est bien plus élevé que chez les autres patients, bien que dans la norme (1039 ng/ml). Nous
observons surtout pour cette patiente le taux le plus élevé de 5-MTHF parmi nos patients (61.65

nmol/l), confirmant I'efficacité de cette supplémentation périphérique sur les folates au niveau du
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SNC. L’homocystéine est dans la norme, mais avec une valeur inférieure a la médiane et a la
moyenne (11.4 umol/l) de notre effectif, donc plutdt basse par rapport aux autres patients. Il peut
bien entendu s’agir d’une coincidence, mais nous notons que cette patiente présente une forme peu
sévere (score ALSFRS = 43) et surtout un délai entre le début des symptémes et le diagnostic plutét
long (16 mois, contre 11 mois en moyenne dans notre étude). Ceci va dans le sens des constatations
gue nous avons faites plus haut ou I'homocystéinémie semblait corrélée inversement au délai

diagnostique.

Cela fait écho a I’étude de Zhang chez I’'animal [Zhang et al. 2008], au cours de laquelle une
supplémentation en acide folique et en vitamine B12 avait été entreprise dans le but d’obtenir une
diminution de I’'homocystéine. Cette étude avait montré que la supplémentation en acide folique,
seul ou en association a la vitamine B12, diminuait I'apoptose des motoneurones. Elle induisait une
diminution significative de I’homocystéinémie et retardait I'apparition de la maladie, prolongeant la
survie des souris traitées. Ces résultats suggerent donc qu’une diminution de I’homocystéine par
supplémentation en folates permet de ralentir la progression de la maladie, fournissant ainsi une
forme de neuroprotection.

Bien entendu, ces résultats doivent étre interprétés avec précaution puisqu’ils ont été
obtenus sur un modele animal, mais I'étude de notre cas montre de maniéere intéressante que les
effets métaboliques de cette supplémentation sont semblables chez 'Homme. Seule une étude bien
conduite, contre placebo, randomisée en double aveugle, pourra le confirmer et surtout permettra

d’analyser I'effet de cette supplémentation sur I’évolution de la maladie et du taux d’homocystéine.

D. Elévation de la glutamine

L’analyse de I'ensemble des acides aminés dans le sang met en évidence une élévation de la
glutamine. Celle-ci n’est pas corrélée a la prise de riluzole, un anti-glutamatergique que certains
patients avaient débuté avant leur entrée dans I'étude (p = 0.33). Cette élévation de la glutamine
dans le sang a déja été observée dans plusieurs études [Perry et al. 1990 ; lizecka et al. 2003], mais
n’a pas été mise en évidence dans d’autres [Cecchi et al. 2014]. A I'inverse, une étude a montré une
diminution de la glutamine dans la SLA [Kumar et al. 2010]. Plusieurs études se sont intéressées au
profil d’acides aminés dans le sang et/ou le LCS dans la SLA. Aucun profil n’est semblable d’une étude

a l'autre, il est donc bien difficile d’interpréter les anomalies constatées dans notre étude.
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La glutamine est un acide aminé impliqué dans le métabolisme azoté, c’est un précurseur du
glutamate et de 'ammoniac. Dans notre étude, le glutamate n’est pas augmenté ni diminué, que ce
soit dans le sang ou le LCS. Nous n’avons pas d’explication a cette élévation isolée de la glutamine,
qui n’intervient pas dans le métabolisme des folates et de ’lhomocystéine. Elle pourrait cependant

étre le reflet d’une autre voie métabolique impliquée dans la SLA.

E. Limites et points forts

Notre étude, du fait de son caractéere exploratoire, a de nombreuses limites, et en premier
lieu la petite taille de son effectif. Celui-ci ne nous permet pas d’obtenir des résultats trés
significatifs. Cependant, il est intéressant de constater que les tendances observées dans notre étude
reproduisent les résultats d’autres études obtenus avec des populations plus importantes.

L’absence de dosages plasmatiques chez les témoins est également une limite importante a
I'interprétation des résultats. En effet, nous ne pouvons comparer les dosages plasmatiques de nos
patients SLA qu’a la norme établie par le laboratoire, mais surtout, il est difficile d’interpréter les
résultats des dosages dans le LCS des témoins sans les résultats plasmatiques (et notamment pour le

5-MTHF).

Le recrutement des témoins a d’ailleurs été notre principale difficulté car nous voulions des
patients n’ayant pas de pathologie neurologique évolutive connue ou suspecte d’étre liée a des
troubles du métabolisme des folates ou de I’homocystéine. Les ponctions lombaires réalisées pour le
bilan de troubles cognitifs, de pathologies inflammatoires, infectieuses ou d’AVC, qui représentent
I’essentiel des indications en neurologie, étaient donc exclues. De méme, nous avions décidé de ne
pas utiliser le LCS provenant de I’évacuation d’hydrocéphalie a pression normale, car il semble exister
également chez ces patients des perturbations du métabolisme de I’homocystéine [Sosvorova et al.
2014]. 'appariement des témoins pour I'dge n’était donc pas envisageable. Dans I'étude de
Valentino, certains témoins avaient bénéficié d’'une ponction lombaire pour le bilan de neuropathies
(notamment de maladies de Charcot-Marie-Tooth), et de myélopathies cervicarthrosiques, qui ne
sont pas des indications de ponction lombaire en France.

D’autre part, le 5-MTHF est un composé tres fragile qui nécessite un conditionnement a -80°
dans les 15 minutes apres son préléevement pour que son analyse soit fiable. Ces conditions de

prélevement ont rendu impossible I'inclusion de témoins en dehors des heures ouvrables.
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Malheureusement, en raison de difficultés organisationnelles, quelques prélévements n’ont
pu étre réalisés initialement, mais la plupart ont pu étre organisés dans les semaines suivant

I'inclusion, nous laissant peu de données manquantes.

La qualité principale de notre étude est le recueil prospectif des données, réalisé au moment
du diagnostic et donc au début de la maladie chez tous les patients. Ce mode de recueil nous a
permis d’avoir une évaluation clinique compléete et une électromyographie comparable d’un patient

a l'autre.

F. Récapitulatif

Malgré la petite taille de notre population de patients et la faible puissance de notre analyse,
nos résultats sont globalement cohérents avec I'ensemble des études publiées sur I'implication de
I’'homocystéine et des folates dans la SLA.

Ainsi, nous retrouvons des taux plasmatiques d’homocystéine plutot élevés, bien que dans la
norme, compatibles avec ceux publiés par d’autres auteurs. Nous mettons en évidence pour la
premiere fois chez ’'Homme une tendance a la baisse du 5-MTHF dans le LCS, cohérente avec les
constations faites chez I'animal. En revanche, nos résultats ne montrent pas d’élévation de

I’'homocystéine dans le LCS, a I'inverse de ce qui avait pu étre montré récemment chez ’'Homme.

L'absence d’élévation de 'homocystéine dans le LCS chez nos patients est probablement liée
a la précocité du dosage dans la maladie. Cette élévation constatée dans d’autres études est en effet
probablement liée a un phénomeéne tardif. De méme, I'hypothése que nous avions formulée
initialement d’'une diminution de la méthionine, malgré une tendance a la diminution du 5-MTHF,

n’est pas vérifiée. Elle peut s’expliquer par des phénomenes de compensation liés a I’alimentation.

Notre étude permet d’écarter une perturbation majeure de la voie de la reméthylation. Elle
pointe par contre un role probablement important du 5-MTHF deés les stades précoces. L'origine de
cette baisse reste indéterminée mais souléve malgré tout I'intérét d’'une supplémentation en folates.
L’équipe de Zhang a émis I'hypothese que les mutations ou les modifications de I'activité de la SOD1

affectent I'activité de la MTHFR, ce qui expliquerait la diminution de 5-MTHF.
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G. Ouverture

Le suivi clinique et biologique de nos patients au long cours n’a pas été prévu dans |'étude
initiale. Cependant, dans le cadre du Centre de Référence de la SLA, nous sommes amenés a revoir
tous les patients sur le plan clinique. Il serait donc intéressant d’analyser plus en détail I’évolution de
leur maladie dans les années a venir, et notamment de confirmer notre impression que les patients
ayant une élévation de I’homocystéine sont ceux qui progressent le plus rapidement. Ceci pourrait en
effet avoir des conséquences thérapeutiques, puisque si cette hypothéese était avérée, elle pourrait
nous conduire a supplémenter précocement ces patients en folates.

Le suivi biologique de notre petite cohorte serait également intéressant, nous permettant
notamment de voir si ’homocystéine plasmatique a tendance a augmenter chez un méme patient au
cours de la maladie, ce qui n’a jamais été étudié a notre connaissance. L'étude de I'évolution du 5-
MTHF et de I’homocystéine dans le LCS au cours du temps serait particulierement intéressante mais

nécessite I'approbation des comités d’éthique.
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VI. CONCLUSION

Notre étude montre une tendance a la diminution du 5-MTHF dans le LCS des patients SLA,
sans élévation de I’homocystéine dans le LCS ni diminution de la méthionine. L'implication de la voie
de la reméthylation au sein du systeme nerveux central n’est donc pas évidente. Cela laisse suspecter

I'implication d’autres voies telles que des modifications d’activité de la SOD1.

Cependant, nos résultats semblent confirmer qu’il existe une tendance a I'augmentation
modérée de 'lhomocystéine dans le sang chez les patients atteints de SLA, déja observée a plusieurs
reprises. Cette élévation de '"homocystéine dans le sang est corrélée au délai diagnostique. Cette
donnée mérite d’étre explorée par des études ultérieures s’attachant a rechercher une corrélation

avec une rapidité évolutive de la pathologie.

D’autre part, les taux d’homocystéine dans le LCS sont inversement corrélés a I'atteinte
cognitive, faisant suspecter des mécanismes physiopathologiques communs a d’autres pathologies
neurodégénératives (comme la maladie d’Alzheimer), pour lesquelles une élévation de
I’'homocystéine a déja été mise en évidence. L’homocystéine dans le LCS pourrait é&tre un marqueur

de I'atteinte cognitive frontale.

L'ensemble de ces résultats nous invite a réfléchir a I'opportunité de la supplémentation en
folates de ces patients, qui pourrait, en abaissant I’'homocystéinémie et en restaurant un taux normal
de 5-MTHF dans le SNC, permettre de ralentir la progression inéluctable de la maladie en protégeant
les motoneurones de I'apoptose, comme cela a pu étre montré chez I'animal. Cette perspective est
d’autant plus enthousiasmante qu’il n’y a a I’heure actuelle aucun traitement curatif dans la SLA :

tout traitement pouvant ralentir I’évolution de cette pathologie neurodégénérative doit donc étre

étudié.
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VIl. ABREVIATIONS

ADN : Acide-Désoxyribo-Nucléique

ARN : Acide-Ribo-Nucléique

ALS FRS : Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale
AMM : Acide Méthyl-Malonique

AMPA : Acide propionique alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
BREF : Batterie Rapide d’Efficience Frontale

CBS : Cystathionine-Beta-Synthase

CGL : Cystathionine-Gamma-Lyase

CH : Chorée de Huntington

DFT: Démence fronto-temporale

DMG : Di-méthyl-glycine

ENMG : Electroneuromyographie

GAMT : Guanidino-Acétate-Méthyl-Transférase
GNMT : Glycine-N-Méthyl-Transférase

5-HIAA : 5-Hydroxy-Indol-Acetic Acid

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

LCS : Liquide Cérébro-Spinal

MA : Maladie d’Alzheimer

MP : Maladie de Parkinson

MS : Méthionine synthase

NMc : Neurone Moteur central

NMp : Neurone Moteur périphérique

5-MTHF : 5-Méthyl-Tétra-Hydro-Folate

MTHFR : Méthyl-Tétra-Hydro-Folate Réductase

NAA : N-Acétyl-Aspartate

3-OMD: 3-O-Méthyl-Dopa

PEMT: Phospatidyl-Ethanolamine-Méthyl-Transférase
SAH : S-Adénosyl-Homocystéine

SAHH: S-Adénosyl-Homocystéine Hydrolase

SAM: S-Adénosyl-Méthionine

SLA : Sclérose Latérale Amyotrophique



SNC : Systéme Nerveux Central
SPE : sciatique poplité externe
SPI : sciatique poplité interne
SOD 1: Superoxyde Dismutase 1
THF: Tétra-Hydro-Folate
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ANNEXE 1: Critéres d’El Escorial (1990)

SLA certaine Signes d’atteinte des NMC et NMP :
- dans la région bulbaire et deux régions spinales
- 0OU dans trois régions spinales

SVl sn - Signes d’atteinte des NMC et NMP dans au moins 2 régions,
avec des signes d’atteinte des NMC plus hauts que les signes
d’atteinte des NMP.

SLA possible Signes d’atteinte des NMC et NMP dans une seule région,

OU signes d’atteinte des NMC seuls dans 2 régions ou plus,
OU signes d’atteinte des NMP plus hauts que les signes
d’atteinte des NMC.

SN e Signes d’atteinte des NMP dans 2 régions ou plus.
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ANNEXE 2: Criteres d’Airlie House (1998)

SLA cliniquement

certaine

SLA cliniquement

probable

SLA cliniquement
probable étayée par
des examens

paracliniques

SLA cliniquement

possible

Signes d’atteinte des NMC et NMP dans 3 régions :
région bulbaire et 2 régions spinales OU 3 régions
spinales.

Signes d’atteinte des NMC et NMP dans au moins 2
régions, avec des signes d’atteinte des NMC plus hauts

gue les signes d’atteinte des NMP.

Signes d’atteinte des NMC et NMP dans une seule
région, ET atteinte électromyographique des NMP sur
au moins 2 membres, sans arguments biologiques ou
radiologiques pour une autre étiologie.

ou

Signes d’atteinte des NMC dans une seule région, ET
atteinte électromyographique des NMP sur au moins 2
membres, sans  arguments  biologiques ou
radiologiques pour une autre étiologie.

Signes d’atteinte des NMC et NMP dans une seule
région, apres exclusion des autres causes par neuro-
imagerie,  électrophysiologie et investigations
biologiques.

OU signes d’atteinte des NMC seuls dans 2 régions ou
plus, apres exclusion des autres causes par neuro-
imagerie,  électrophysiologie et investigations
biologiques.

OU signes d’atteinte des NMP au-dessus des signes
d’atteinte des NMC, sans critéres
électromyographiques d’atteinte des NMP, apres
exclusion des autres causes par neuro-imagerie,
électrophysiologie et investigations biologiques.
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ANNEXE 3: Critéres d’Awaiji (2006)

SLA certaine Signes cliniques ou ENMG d’atteinte des NMP et signes
cliniques d’atteinte des NMC dans 3 territoires.

SV GlElasn s Signes clinigues ou ENMG d’atteinte des NMP et signes
cliniques d’atteinte des NMC dans 2 territoires avec présence
de signes d’atteinte des NMC au-dessus de |'atteinte des
NMP.

SLA possible Signes cliniques ou ENMG d’atteinte des NMP et signes

cliniques d’atteinte des NMC dans 2 territoires,
OU signes cliniques d’atteinte des NMC dans 2 territoires,

OU signes clinigue ou ENMG d’atteinte des NMP au-dessus
de I'atteinte des NMC.
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ANNEXE 4: ALS FRS

1 Parale

2 Sallvatlon

3 Daglutition

4 Ecriture

5 Hyglene

6a Préparation

des allments

&b En cas
de gastrostomle

T Mobllisation au It

& Marcha

4 — pormale

3 — parturtations detactables

2 — Intalllgible avec rapatition

1 — utilise occaslonnallemeant une communlcation non vierbala
0 — parta da la parole

4 — normale

3 — hyparslalormas discrate avec bavade noctume

2 — hyparsialormas modardas mals permanente

1 — hypersialormas genarnte

0 — bavage continu nacessitant I'utilisation d'un maoucholr

4 — glimentation normala

3 — quelques fausses routes

2 — conslstance des aliments modinae
1 — suppléments almeantalras

0 — allmentation parentérale axclushe

4 — normale

3 —lonte e Impréclsa mals comprahensibie

2 —tous les mots ne sont pas comprehensibies
1 —tlant un stylo mals Incapable d'dorire

0 — Incapable de tenir un stylo

4 — normals

3 — autonoma mals avec afflcactks diminuss
2 — geslgance occaslonnalle ou substtutlon
1 — assigance d'une tlence personns raqulss
0 — aeslganca permanante totals

4 — narmals

3 —lante & maladrotts mals ssul

2 — alde cecgsionnelle pour coupsr 18s allmeants
1 —las aliments sont praparas mals mange sl
0 — dolt &tre nourn

4 — ullisatlon normalamant autonome

3 — maladroft mals toutes les manlpulatons sont efMacuses ssul
2 — glda nacessalre pour [a mise an placs

1 — toumiung alds minime aw salgnants

0 — dolt &tre nourn

4 — pormale

3 — lenteur et maladresse mals autonomea

2 — guste les draps avac difficults

1 — paut bouger mals pas se retourmar dans le It
0 — aapendant

4 — narmals

3 — dimieuas de déampulation

2 — marche gvel asslstancea

1 — mowvements sans déamiLiation
0 — pas de mowvsameant des Jambes
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9 Montée d'escaliers

10 Dyspnée

11 Orthopnées

12 Insuffisance
respiratoira

4 — normale

3 —lanta

2 — fatigue

1 — aide nécessaire
0 — impossibla

4 — absenta
3 — & la marche

2 —dans une ou plus des situations suivantas © repas, toilatte,

habillage

1 — au repos, difficultés respiratoires en position assise ou
allongée

0 — difficulté importante, erwvisage 'utilisation d'un apparsil
da vantilation mécanique

4 — absenta

2 — quelques difficultés pour dormir la nuit en raison
d'un souffle court, n'utilize habitusllemeant pas plus
de 2 oreillers

2 —besoin de plus de 2 orgillers pour dormir

1 —ne paut dormir qu'assis

0 — nea paut pas dormir

4 — absenta
2 — utilization intermittente d'une assistance vantilatoire
2 — utilisation continue d'une YRI la nuit
1 — utilisation continue d'une WRI jour et nuit
0 — vantilation méacaniqua invasive par intubation
ol trachéctomig
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ANNEXE 5: Echelle MRC (Medical Research Council of Great Britain)

Permet de coter le déficit moteur sur une échellede0a 5

Force normale

Capacité de lutter contre la pesanteur et contre une

résistance

Capacité de lutter contre la pesanteur mais non contre une

résistance
Possibilité de mouvement, une fois éliminée la pesanteur
Ebauche de mouvement

Aucun mouvement
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ANNEXE 6 : Echelle d’Ashworth

Permet de coter la spasticité sur une échelle de 0 a 4

Pas d’augmentation du tonus.

N

Légere augmentation du tonus musculaire avec simple « sensation
d’accrochage » ou minime résistance en fin de course.

‘L Légere augmentation du tonus musculaire avec simple « sensation
d’accrochage » suivi d’'une minime résistance au cours de la premiere

moitié de la course musculaire.

Augmentation importante du tonus musculaire durant toute la course
musculaire mais le segment du membre reste facilement mobilisable.

Augmentation considérable du tonus musculaire. Le mouvement passif
est difficile.

Hypertonie majeure. Mouvement passif impossible.
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ANNEXE 7 : Score de Norris bulbaire

ECHELLE BULBAIRE

Cocher dans |a case appropriée fonction fonction fonction fonction
{une seule croix et une seule par ligne) norma|e a|‘|érée minime nu"e
3 2 1 0
1. souffler
2. siffler
3. gonfler les joues
4. effectuer des mouvements
de diduction de la machoire
5. claguer la langue
6. tirer la langue en avant
7. mettre la langue sur le cdie
4. mettre la langue contre le palais
9. tousser
absente légére notable sévére
3 2 1 0
10. hypersialorrhée
11. nasalisation
legérement
normale bredouillée | bredouillée | inintelligible
3 2 1 0
12. parole
aliments aliments aliments
normale tendres hachés semi-liquides
3 2 1 0

13. deglutition
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ANNEXE 8: BREF

Domaine

1. Similtudes
{conceptualisation)

Instruction

"De guelle fagon sont-ls semblables?

"Une banane et une crangs...”

{en cas d'échec, dre au patient: "Une banans & une orange sont des
comptabiser, ne pas aider e patient pour les deux autres items)
"Une table et une chaise_ .’

"Une twlipe, une rose et une marguerite

ne pas

Score

2 réussies: 2 poinis
2 réussies: 2 points
1 reussie: 1 point
Aucune: 0 point

2. Fluidité lexicale
(flexibilité mentale)

"Dites le plus grand nombre de mots commengant par 1a letire "5”, nimperte guel mot
sauf des noms propres ou des prénoms”

Zile patient ne dit aucun mot durant les 5 premiéres secondes, dire "Par exemple
serpent...”. &'l aréte durant 10 secondes, = stimuler en disant "nimperie quel mot
commengant pas 5..." Temps alloué: 80 secondes

Comrection: les mots répétés ou équivalents (sable et sable-mouvant) ainsi que l2s
prenams ou les noms propres ne sont pas comptés

10 mots et plus: 3 points
&3 9mots: 2 points

23 Smats: 1 point

2 mots ou mgins: 0 point

3. Séquences motrices
{programmation)

"Regardez attentivement ce que [ fais.”

L'examinateur, assis en face du patient, exdcute tross fois aves sa main gauche la série
de Luria (poing — franche - plat de '3 main)

“Maintenant, avec voire mandroite, fates la méme chose, 4 abord avec moi =1 ensuite
seul”

L'examinateur exécute la série trois fois avec bz patient &1 41 ensuite

"Maintenant, faites-le seul)

& séries réussies s=ul: 3 points

3 séries réussies szul: 2 points

2 séries réussies avec 'examinateur: 1 point
Moins de 3 séries avec I'examinateur: 0 point.

4. Ceonzignes confradictoires
(senzibilité a linterférence)

"Tapez deux coups quand j'en tape un”

Pour s'assurer que e patient a compris, une série de trois est exéeutée: 1-1-1.
"Tapez un coup gquand j'en tape dew’

Pour s'assurer que e patient a compris, une série de trois est exécutée: 2-2-2.

-

Ensuite Mexaminateur tape 1-1-2-1-2-2-2-1-1-2.

Aucune emeur: 3 points

Une ou dewx erreurs: 2 points
Flus de dewx erreurs: 1 point
4 eeurs consécutves: 0 point

on

. G0 — No Go
{contrdle inhibiteur)

"Tapez un coup quand je fape un coup.”

Pour s'assurer que e patient a comprs, une série de trois est exéeutée: 1-1-1.
"Me tapez pas quand je tape deux fois.” )

Pour s assurer que e patient a compris, une série de trois est exécutée: 2-2-2.
Ensuite Mexaminateur tape 1-1-2-1-2-2-2-1-1-2.

Aucune emeur: 3 points

Une ou dewx erreurs: 2 points
Flus de deus erreurs: 1 point
4 emeurs consecutves: 0 point

[=r]

. Comportement de préhengion
{autcnomie environnementale)

"Me prenez pas mes mans'

L'exammnateur est assis en face du patent. Placez les mains du patient sur se5 genouw,

paume vers le haut Sans dire un met et sans regarder k= patient, l'examinateur placs

ses mains prés de celles du patient et touche les paumes des deux mains pour verifier
5'il les prend spentanément. Sile patient les prand spontanément, l'examinateur refait
un essa’ aprés aveir dit: "Mantenant. ne prensz pas mes mains.”

We prend pas les mains de 'examinateur: 3 ponis

Hesite et demande ce quil doit faire: 2 points
Prend les mains sans hesiations: 1 point

Prend les mains méme au deuxiéme essai- 0 point
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ANNEXE 9: Echelle de Borg modifiée

Echelle fondée sur la description verbale de la dyspnée

0 Nulle
0,5 Trés trés discréte |a peine perceptible)

1 Trés discréte

2 Discréte

3 Modérée

4 Legérement intense

g ] Intense

; ] Trés intense

9 Trés trés intense (presque maximale]
10 Maximale
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ANNEXE 10: Accord du Comité d’éthique de la recherche.
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ANNEXE 11: Formulaire de consentement éclairé

|| Formulaire de consentement éclairé — Etude clinique [

DeM., Mme, Mile . . ... (NOmM, prénom)
Demeurant ... ... ... [AdrESSE)
Le Docteur .............._...._. m'a proposé de participer a une étude clinique intitulée -

« Etude du métabolisme du folate et de I'nomocystéine chez les patients atteints de
Sclérose Latérale Amyotrophigue (SLA) »

J'ai recu une notice d'information précisant les modalités de deroulement de cette
étude et décrivant le but de I'étude, la méthodologie, 1a durée, les bénéfices et les
contraintes.

Ma participation est totalement volontaire et je peux, si je le désire, interrompre ma
participation a I'étude a tout moment, sans avoir a4 en préciser les raisons, et sans
compromettre la qualité des soins qui me sont dispensés.

Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs

responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par 1a loi.

J'accepte librement et volontairement de participer & cette recherche dans les
conditions précisées dans la notice d’information.

Je pourrai a tout moment demander des informations complémentaires au Dr Pascal
Cintas au 05 61 77 94 21.

Faita .......
Le .. f . /
Signature du patient Signature de linvestigateur

Fait en deux exemplaires © un exsmplaire est  remis au patient, le sscond exsmplaire est  conservé par
Finvestigateur
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ANNEXE 12: Notice d’information pour les patients SLA

| Notice d’information des patients |

Titre de la recherche : Efude du métabolisme du folate et de I'homocystéine chez les patients
atteints de Sclérose Latérale Amyotrophigue (SLA)

Investigateur coordonnateur - Dr Pascal CINTAS
Neurologie et Explorations Fonctionnelles du Systéme Nerveux
Hdpital Pierre-Paul Riquet
Place du Dr Baylac TSA 40 031
31059 Toulouse Cedex 9
Tel : 05-61-77-94-81

Etabliszement : CHU de Toulouse.

hadame, Monsieur,

Votre médecin vient de vous diagnostiquer une Sclérose Latérale Amvotrophique (SLA). 11
5’agit d'une maladie touchant les neurones moteurs, responsable d’une faiblesse musculaire
notamment.

Nous vous proposons de participer a un protocole de recherche clinigue visant a mieux
connaitre les mécanismes impliqués dans le développement de cette maladie.

Ce protocole évalue I'implication de la Vitamine B2 (ou folate) et de ses dérivés dans Ia
pathogénie de la SLA. Nous vous présentons ici les modalités de cette étude afin que vous
puissiez décider de votre participation en toute connaissance de cause.

Pourquoi cette recherche?

Etat actuel des connaissances: La SLA est une maladie neurodégénérative rare dont la cause
n'est pas bien connue. Certaines eétudes récentes ont montré que le métabolisme des folates (et
de certains de leurs dérives), notamment dans le liquide cérébro-spinal (LCS), pourrait étre
impliqué dans le développement de cette maladie. Ainsi, nous sovhaitons doser ces marqueurs
dans le sang et le LCS.

Hvpothése de la recherche: Nous faisons I'hypothese qu’il existe un trouble du métabolisme
des folates dans le LCE, sans déficit associé en folates dans le sang, chez les patients SLA. Ce
déficit poutrait contribuer a 1a maladie.

Retombees attendues de la recherche: Si une anomalie du métabolisme des folates était mise
kn évidence, des nouvelles pistes de recherche thérapeutique pourraient étre envisagées.
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Comment va se dérouler cette recherche 7

Les patients prezentant une SLA benéficient au moment du diagnostic :

- d'un examen clinique complet,

- d'analyses biologiques sanguines

- d'une ponction lombaire avec recueil du LCS,

- d'une electromyographie

- +/-d’une analyse de la fonction ventilatoire par EFE.
L objectif de ces examens est de confirmer le diagnostic, en excluant d’autres diagnostics
potentiels, et d"évaluer I'extension de Ia pathologie.

Vous bénéficierez donc du bilan usuel comme les autres patients.

S5i vous participez & 1’étude, nous utiliserons le matériel biologique restant de votre
analyse de LCS, afin de réaliser des analyses supplémentaires que nous enverrons dans
un laboratoire spécialisé a Paris.

Les données seront rendues anonvmes et voire nom n’apparaitra dans aucun document.

Contraintes: la participation 3 cette étude n’occasionnera pas de geste invasif supplémentaire.
Elle nécessitera que vous lisiez attentivement 1a notice d’information et que vous remplissiez
le formulaire de consentement.

Votre meédecin (Dr Pascal Cintas, Tél: 03 61 77 94 21) est & votre disposition pour vous
apporter toutes les précisions complémentaires que vous sovhaitez.

Vous pourrez librement signer la feuille de consentement en double exemplaire, dont vous
conserverez un exemplaire, le 2*¥¢ exemplaire est destine au medecin investigateur.
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ANNEXE 13: Notice d’information pour les témoins

|| Notice d’information des témoins ||

Titre de la recherche : Efude du métabolisme du folate et de "hemocysidine chez les patients
atteints de Sclérose Latérale Amyotrophigue {SLA)

Investigateur coordonnateur : Dr Pascal CINTAS
Neurologie et Explorations Fonctionnelles du Systéme Nerveux
Hépital Pierre-Paul Riquet
Place du Dr Baylac TSA 40 031
31059 Toulouse Cedex 9
Tel : 03-61-77-94-81

Etablissement : CHU de Toulouse.

Madame, Monsieur,

Dans le cadre des symptdmes qui vous ont amené a consulter en neurologie, une ponction
lombaire a ét€ realisée ce jour pour analyser votre liquide céphalo-spinal (LCS).

Le CHU de Toulouse méne actuellement un protocole de recherche clinique visant 3 mieux
connaitre les meécanismes impliques dans le développement de la Scleérose Latérale
Amvotrophique (SLA), une maladie neurodégénérative rare dont 1a cause n'est pas bien
connue.

Dans le cadre de cette étude, nous comparons le LCS de patients atteints de cette maladie et le
LCS de sujets témoins benéficiant d une ponction lombaire pour un autre motif.

Nous vous demandons donc 1’autorisation d’utiliser le matériel biologique restant de
voire analyse de LCS, afin de réaliser des analyses supplémentaires que nous enverrons
dans un laboratoire spécialisé a Paris.

Comment va se dérouler cette recherche 7

Les témoins bénéficient dune ponction lombaire dans le cadre du bilan de leurs symptdmes
neurclogigues. Le bilan diagnostique de leur pathologie sera donc réalise suivant les pratiques
habituelles.

Si vous participez a I’étude, nous utiliserons le matériel biologique restant de voire
analyse de L.CS, afin de réaliser des analyses supplémentaires que nous enverrons dans
un laboratoire spécialisé a Paris.

Les données seront rendues anonymes et voire nom n’apparaiira dans aucun document.

107



Contraintes: la participation a cette etude n’occasionnera pas de geste invasif supplémentaire.
Elle necessitera que vous lisiez attentivement 1a notice d information et que vous remplissiez
le formulaire de consentement.

Wotre medecin (Dr Pascal Cintas Tel: 05 61 77 94 B1) est a votre disposition pour vous
apporter toutes les précisions complémentaires que vous souhaitez.

Vous pourrez librement signer la feuille de consentement en double exemplaire, dont vous
conserverez un exemplaire, le 2 gxemplaire est desting au médecin investigateur.
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TITLE: Metabolism of folates and homocysteine in amyotrophic lateral sclerosis

ABSTRACT:

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a rare degenerative neurologic disease, whose
pathophysiological mechanisms are not well known. They trigger a selective degeneration of
motor neurons. The role played by the metabolism of folates, homocysteine in particular,
was recently highlighted by several studies.

An exploratory study was undertaken with 13 patients suffering from ALS. Our main
goal was to confirm the decrease in 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF) and the increase in
homocysteine in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients as the diagnosis was made.
Secondary goals were to establish correlations with the phenotypes of the patients, and to
analyse the potentially involved mechanisms.

We are revealing a downward trend of 5-MTHF in the CSF of ALS patients (p=0.14),
not significant, yet proven for 6 patients. However, it is neither combined with an increase in
homocysteine in the CSF nor a decrease in methionine. Thus, the implication of a disorder in
folates metabolism through remethylation in the central nervous system does not seem to
be confirmed. This study gives rise to the implication of other metabolic pathways, requiring
further explorations (i.e. the activity of SOD1). Moreover, our results seem to highlight
homocysteine levels in the blood which are similar to those found in previous studies, and
correlated to the lead time diagnosis. Surprisingly, we noticed the fact that homocysteine
levels in the CSF were correlated to the cognitive function. Further studies are needed to
demonstrate the potential interest in homocysteine in the CSF as a biomarker of the
cognitive dysfunction in ALS.

The impact of the decrease in 5-MTHF in the CSF highlights the interest of folates

supplements for patients suffering from ALS, on account of its anti-apoptotic role revealed
for animals.
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METABOLISME DES FOLATES ET DE L’'HOMOCYSTEINE DANS LA SCLEROSE
LATERALE AMYOTROPHIQUE

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative rare, dont les
mécanismes physiopathologiques ne sont pas bien connus, entrainant une dégénérescence sélective
des motoneurones. Le réle du métabolisme des folates et notamment de 'homocystéine a été soulevé
récemment par plusieurs études.

Nous avons réalisé une étude exploratoire aupres de 13 patients atteints de SLA. Notre objectif
principal était de confirmer la baisse du 5-MTHF et I'élévation de I'homocystéine dans le LCS des
patients SLA au moment du diagnostic. Les objectifs secondaires étaient d’'établir des corrélations
avec le phénotype des patients et d’analyser les mécanismes éventuellement impliqués.

Nous montrons une tendance a la diminution du 5-MTHF dans le LCS des patients SLA, non
significative (p=0.14), mais avérée pour 6 patients. Cependant, celle-ci n’est pas associée a une
élévation de I'homocystéine dans le LCS ni & une diminution de la méthionine. Ainsi, I'implication d’'un
trouble du métabolisme des folates par I'intermédiaire de la voie de la reméthylation au sein du
systéeme nerveux central ne semble pas confirmée. Cette étude souleve I'hypothése de l'implication
d'autres voies métaboliques nécessitant des explorations complémentaires (activité de la SOD
notamment). Par ailleurs, nos résultats semblent mettre en évidence des taux d’homocystéine dans le
sang similaires aux études antérieures, possiblement corrélés au délai diagnostique. De facon
inattendue, nous avons observé que les taux d’homocystéine dans le LCS étaient corrélés a l'atteinte
cognitive. D’autres études sont nécessaires afin de démontrer l'intérét éventuel de I’homocystéine
dans le LCS en tant que biomarqueur de I'atteinte cognitive dans la SLA.

L’incidence de la diminution du 5-MTHF dans le LCS souléve l'intérét de la supplémentation en

folates chez les patients atteints de SLA, en raison de son r6le anti-apoptique montré chez I'animal.
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