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Chapitre 1 : Introduction

1.1 La sclérose latérale amyotrophique

1.1.1 Description générale de la maladie

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative des
motoneurones. Elle fut décrite pour la premiére fois par Charcot en 1874, et porte parfois
le nom de Maladie de Charcot. Aux Etats-Unis, cette maladie est souvent nommée la
maladie de Lou Gehrig, en 'honneur du célébre joueur de baseball des Yankees de New
York qui en est décédé en 1941. L’incidence est trés faible pour les individus agés de
moins de 40 ans." En Europe, en 2010, 2,16 personnes sur 100 000 ont été
diagnostiquées avec cette maladie.? Aux Etats-Unis, la prévalence de cette maladie était
estimée a 3,9 cas sur 100 000 en 2010-2011.% En 2012, elle était de 4,7 cas sur 100 000
et de 5,0 cas sur 100 000 en 2013.* Cette augmentation du nombre de cas de SLA
pourrait s’expliquer par le vieillissement de la population, car il s’agit d’'une maladie qui se
développe tardivement. Un vieillissement de la population pourrait donc entrainer avec lui

une élévation du nombre de cas rapportés.>®

La SLA se caractérise par la dégénérescence progressive des neurones moteurs (MNs)
du cerveau et de la moelle épiniere (ME), ce qui entraine alors des faiblesses et de
I'atrophie musculaire. La figure 1.1 permet de visualiser les neurones moteurs, supérieurs
et inférieurs, qui seront affectés chez les patients atteints de la SLA. Ce sont ces neurones
moteurs qui dégénéreront avec le temps.” Les premiéres manifestations de la maladie
peuvent étre de nature bulbaire ou spinale.? Dans 65 % des cas, les premiers symptémes
des patients se développent dans leurs extrémités. Dans 30 % des cas, ils développent
des symptdmes de dysarthrie ou de dysphasie. Le 5 % des cas restants débutent par des
symptdmes de nature respiratoire.® Les patients ont de plus en plus de problémes de
motricité, et ils décédent généralement de paralysie respiratoire ou de pneumonie
secondaire concomitante dans les deux a cing ans suivant le diagnostic qui a été posé par

le neurologue.®"° Seulement 5 & 10 % des individus survivront plus de 10 ans."
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Figure 1.1 : Neurones moteurs qui subissent de la dégénérescence dans la SLA

Il est possible d’observer les neurones moteurs qui sont impliqués dans I'acheminement
des influx nerveux provenant du cerveau et de la moelle épiniére pour se rendre jusqu’aux
muscles. Dans la SLA, les MNs supérieurs (du cerveau vers la ME), et les MNs inférieurs
(de la ME vers les muscles), dégénérent ou sont affectés. Ce sont ces neurones moteurs
qui dégénérent chez les patients atteints de la SLA. (image tirée de ’)

Contrairement a la sclérose latérale primaire (SLP) qui ne présente que des dommages
aux neurones moteurs supérieurs, la SLA atteint également les neurones moteurs
inférieurs. Les dommages aux neurones moteurs supérieurs affectent principalement les
mouvements faciaux, la parole et la déglutition. Les dommages aux motoneurones
inférieurs vont quant a eux principalement causer des problémes de motricité au niveau

des extrémités ainsi qu’au niveau de la respiration.'?

La SLA est une maladie pour laquelle les causes sont toujours incertaines et pourraient
étre multifactorielles. Parmi les causes possibles pouvant mener a la SLA, les pistes
étudiées sont le stress oxydatif, I'excitotoxicité de composés comme le glutamate, le

dysfonctionnement mitochondrial, des anomalies au niveau d’éléments du cytosquelette et
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du transport axonal, I'agrégation de protéines, la cascade inflammatoire, I'interaction avec

les cellules non neuronales, ainsi que I'apoptose.’*"®

Cette maladie se présente sous deux formes, la SLA familiale (SLAf) et la SLA sporadique
(SLAs). Les patients sont diagnostiqués avec la SLAf dans les cas ou des mutations
géneétiques connues comme causant la SLA sont présentes chez ces individus. Les autres
cas sont quant a eux classés comme sporadiques en absence de mutations génétiques

connues et en absence d’antécédents familiaux connus.'®

1.1.2 SLA familiale

La forme familiale de la SLA représente 5 & 10 % de tous les cas de SLA." Elle se
caractérise par des mutations au niveau de différents génes. Environ 20 % des gens
atteints de SLAf présentent une mutation du géne de la superoxyde dismutase [Cu-Zn]
(SOD1), alors que les cas restants (80 %) impliquent d’autres génes. Parmi les autres
génes impliqués les plus importants, il est possible de retrouver I'expansion de répétitions
dans le géne de la protéine C9ORF72'", de méme que des mutations sur les génes
associés & TARDBP et FUS."® Il y a prés de 25 génes dans lesquels des mutations
associées a la SLA ont été identifiées.”>?" Les différentes mutations connues a ce jour et

impliquées dans la SLA sont présentées a la figure 1.2.
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Figure 1.2 : Génes impliqués dans la SLA

Représentation graphique du nombre de génes associés a la SLA ainsi que I'année de
leur découverte. La taille des cercles est proportionnelle a la quantité de cas de SLA
correspondant a ce géne. Les cercles bleus correspondent & des génes associés
uniqguement a la SLAf, les rouges uniquement a la SLAs, et ceux qui sont des deux
couleurs sont associés a la fois a la SLAf et la SLAs. (image tirée de ")

1.1.3 SLA sporadique

La forme sporadique correspond & la vaste majorité des cas, soit de 90 4 95 %.# li n’y a
pas d’antécédents familiaux de SLA, et ce sur 3 générations, lorsque les cas sont classés
comme sporadiques. Les causes favorisant I'apparition de cette forme de la maladie
semblent étre multifactorielles, dont plusieurs facteurs étant de nature environnementale.
Parmi ces éléments, plusieurs facteurs ont été étudiés, comme la cyanotoxine [B-N-
Méthylamino-L-alanine (BMAA)?, les métaux lourds tels que le plomb, le mercure et le
sélénium, ainsi que I'exposition aux pesticides. Les liens de causalité ne sont cependant
pas encore clairement établis.?* Il existe également d’autres causes possibles qui seraient
également associées a la SLAs. Par exemple, des traumatismes craniens, la diéte, ainsi
que des facteurs de comportement et d’occupation.”® Pour qu’une forme de SLA soit dite
sporadique, les générations précédentes ne doivent pas présenter de mutations au niveau
des génes présentés a la figure 1.2.%° Certains cas de SLAs pourraient cependant étre des
cas de SLAf pour lesquelles il n’y a pas d’antécédents familiaux, de par une pénétrance
4



des mutations inférieure & 100 %, ou par des familles contenant peu d’individus.?’ Des
chercheurs ont élaboré un modéle statistique permettant de déterminer les pourcentages
de SLAs et SLAf en fonction de la taille des familles ainsi que de la pénétrance. En
fonction de ces deux paramétres, le nombre de cas sporadiques en apparence varie
grandement. Selon ce modéle, un variant avec une pénétrance de 0,5 causera une SLAs
apparente dans 12 % des cas dans une famille de 10, alors que le pourcentage est de
80 % si la taille de la famille est d’'un seul individu.?” Une pénétrance faible d’'un géne
causant la SLA et une famille de petite taille feront donc en sorte que des cas de SLAf ne
seront pas visibles.?® Selon certaines études, dans 50 a 75 % des cas de SLAf, seulement
deux membres de la famille étaient atteints.?** Ce faible nombre d’individus atteints dans
une méme famille permet de constater la complexité de la détection de cas familiaux et
permet d’expliquer le nombre élevé de cas apparemment sporadiques. Dans une famille,
une personne d’'une génération antérieure peut également étre décédée d’'une autre cause
que la SLA avant I'apparition des premiers symptémes. De ce fait, les générations futures
peuvent étre porteuses de mutations connues causant la SLA sans pour autant avoir
connaissance de cas familiaux. Un manque d’informations sur les antécédents familiaux

meéne donc & une mauvaise stratification des patients.?

1.1.4 Caractéristiques pathologiques de la SLA

La SLA entraine la dégénérescence et la mort des MNs du cerveau et de la ME. Elle
s’accompagne de neuroinflammation qui se caractérise par linfiltration de cellules
immunitaires, de méme que par I'activation des microglies et des astrocytes.'®3'*? Par
exemple, des recherches ont montré que les astrocytes sécréteraient des facteurs
neurotoxiques qui_entraineraient sélectivement la mort des neurones moteurs.*® Par
ailleurs, les oligodendrocytes auraient également un réle a jouer dans la pathologie de la
SLA.*

L'agrégation de protéines cytoplasmiques est une caractéristique commune aux cas de
SLA familiale et sporadique. Notamment, plus de 90 % des patients SLAs présentent une
délocalisation de la protéine TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43), en plus de tous les
patients SLAf a I'exception des cas positifs SOD1.%. Habituellement, cette protéine se
retrouve majoritairement dans le noyau des cellules. Chez les patients SLA, TDP-43 se
retrouve en plus grande proportion dans le cytoplasme et elle a tendance a former des

agrégats.®*® Les causes et les conséquences de cette délocalisation sont cependant
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encore obscures et peu connues.® Il a aussi été observé que les inclusions
cytoplasmiques de la protéine TDP-43 sont ubiquitinée dans les neurones moteurs de la
moelle épiniére.®® Le systéme nerveux central (SNC) serait d’ailleurs particuliérement
sensible au mauvais repliement de cette protéine.*® Un mauvais fonctionnement de la voie
ubiquitine pourrait par ailleurs étre impliqué dans la SLA, de méme que pour d’autres
maladies neurodégénératives.”’ Des recherches ont également été menées sur les
neurofilaments, et il semblerait que les niveaux des chaines Iégéres et lourdes dans le
liquide cérébro-spinal pourraient étre utilisés comme de potentiels biomarqueurs de la
SLA.*#

Comme pour la forme familiale de la maladie, la protéine SOD1 est aussi impliquée dans
un certain nombre de cas.*® Cette protéine adopte souvent un mauvais repliement dans la
SLAf. Certaines mutations du géne entrainent des changements au niveau de la
conformation de SOD1, qui sont toxiques pour l'organisme, et qui pourraient étre
responsables du déclenchement de la maladie.** Des recherches ont également
démontrées que ces mauvais repliements étaient également retrouvés dans des cas de
SLAs.***

1.1.5 Traitements disponibles

Il Nexiste & I'heure actuelle aucun médicament efficace permettant de guérir la SLA.*°
Cependant, un seul médicament est présentement utilisé pour prolonger la vie des
patients : le Riluzole. Son efficacité est toutefois trés limitée, puisqu’il permet uniquement
de prolonger l'espérance de vie de certains patients de deux a trois mois.*’ Le
fonctionnement de ce médicament est aussi toujours mal compris et il n’est pas clair si le
médicament fonctionne uniquement chez certains groupes de patients ou s'il fonctionne
uniquement sur des cas qui sont encore en début de progression.® Un nouveau
médicament, Edaravone (Radicava), vient réecemment d’étre approuvé par la Food and
Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis pour le traitement de la SLA. Il était déja
approuvé depuis deux ans au Japon et en Corée du Sud.*® Cependant, son efficacité est

limitée, tout comme le Riluzole, et les résultats ne sont pas probants.50

Le faible nombre de substances thérapeutiques en essais présentement est d’'une part da
au faible nombre de cibles validées pour de potentiels médicaments, et d’autre part a
'absence de biomarqueurs, qu’ils soient pour stratifier adéquatement les patients, pour

détecter précocement la maladie et pour suivre la progression de la maladie lors d’études
6



cliniques.®"*? Pour qu’'une étude clinique soit significative, il est nécessaire d’avoir des
groupes contenant des individus présentant des manifestations similaires de la maladie
ainsi que des marqueurs prédictifs de I'évolution de la maladie autre que la survie des
patients. Chez les patients atteints de la SLA, le diagnostic parfois incertain et le manque
de biomarqueurs fiables pour stratifier les patients rendent difficile la formation de groupes
homogeénes.>"* De plus, le diagnostic peut prendre jusqu’a un an avant d’étre posé par le
neurologue, ce qui retarde significativement I'entrée dans une étude clinique ou un

traitement a l'aide du Riluzole.****

Difféerentes recherches se font actuellement afin de trouver de nouveaux composés qui
pourraient s’avérer efficaces. Des chercheurs étudient l'effet de différents facteurs de
croissance, comme linsulin-like growth factor (IGF) ou le brain-derived growth factor, sur
des modeles reproduisant la SLA. Les effets positifs qui étaient observés dans les
modeles n'ont malheureusement pas montré de résultats significatifs lors d’études
cliniques chez 'humain.*®*>*® Une autre approche présentement étudiée est I'utilisation de
cellules souches pour fournir aux cellules les facteurs trophiques nécessaires ainsi que
pour préserver ou remplacer des cellules qui pourraient étre endommagées. *¢°¢->

Il reste donc beaucoup de chemin a parcourir avant de parvenir au moment ou un
médicament efficace sera disponible. De nombreuses recherches se font présentement
pour découvrir de nouvelles cibles sur lesquelles des substances thérapeutiques
pourraient agir. Parmi les cibles ou les avenues étudiées, il est possible de retrouver des
cibles du glutamate, 'accumulation, I'agrégation et I'élimination de protéines, les espéces
réactives d'oxygénes, linflammation, les cibles d’ARN, les facteurs de croissance, la
thérapie cellulaire a I'aide de cellules souches, les vaccins, ou les muscles.**™®"

1.1.6 Biomarqueurs et méthodes de diagnostic

Les biomarqueurs peuvent se regrouper en différentes catégories : les biomarqueurs de
diagnostic, génétiques, de pronostic, prédictifs et pharmacodynamiques. Tout comme les
biomarqueurs génétiques, les biomarqueurs de diagnostic permettent de déterminer que
le patient est atteint d’'une maladie précise. Ceux de pronostic permettent de suivre
I'évolution de la maladie et ceux de prédiction permettent de prédire I'évolution de la
maladie.®”®* Dans le développement de nouveaux médicaments, il y a les biomarqueurs
pharmacodynamiques qui permettent de mesurer la réponse biologique a un nouveau

traitement et qui permettent de vérifier que le médicament agit sur la cible désirée.*®
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Une multitude de biomarqueurs peuvent étre étudiés et ils se retrouvent dans différents
endroits du corps humain. Il est possible de penser aux fluides biologiques comme le
liquide cérébrospinal (LCS), le sang ou l'urine, a la peau, aux muscles, aux marqueurs
électrophysiologiques, et d’autres qui sont détectables par des techniques d’imagerie
neuronale comme l'imagerie par résonance magnétique (IRM).'>°2%%% || est parfois utile et
nécessaire de combiner plusieurs biomarqueurs pour étre en mesure de diagnostiquer
certaines pathologies.®® Pour la SLA cependant, il n'existe actuellement aucun
biomarqueur permettant un diagnostic, de méme que pour prédire l'apparition de la

maladie ou pour mesurer les effets d’un traitement pharmacologique.®

La recherche de biomarqueurs est un domaine trés important pour cette maladie. Une
étude publiée en 2000 a démontré que 23 % des individus ont regcu un diagnostic
« probable » de SLA.?® Cette incertitude sur le diagnostic montre qu’il est important de
trouver des techniques permettant de diagnostiquer la maladie de maniére plus précise.
Un modéle de prédiction de la SLA a d’ailleurs été développé permettant un classement
malade/non-malade de 90,4 %. Ce modéle incorpore des éléments comme la
consommation d’alcool, les habitudes fumeurs ou non-fumeurs des participants,
I'expression du géne VEGF (vascular endothelial growth factor), et biens d’autres.®”’
Cependant, cela reste de la prédiction et il ne s’agit pas d’'une technique de diagnostic

fiable et assurée.

Le diagnostic se fait présentement par un neurologue qui se base sur I'historique familial
du patient, sur divers examens physiques et électrophysiologiques, ainsi que sur des
techniques d'imagerie.®®® Les critéres E/ Escorial sont utilisés pour standardiser le
diagnostic parmi tous les praticiens.”” Les techniques d’imagerie comme I'IRM sont
employées régulierement afin d’éliminer certaines maladies qui peuvent provoquer des
symptdmes similaires & ceux de la SLA.”' Les patients voient en moyenne jusqu’a trois
médecins différents avant que le diagnostic ne tombe, et 52 % des patients ont recu au
préalable un diagnostic alternatif avant celui de la SLA. En moyenne, le délai avant de
recevoir un diagnostic est de 11,5 mois.”? De plus, selon I'endroit de départ de la maladie,
le délai de diagnostic peut aller jusqu’a 2,5 ans pour les cas qui ont débuté au niveau des
membres et de 1,25 an pour les cas partant du bulbe.” Des faux positifs et négatifs
peuvent survenir et plusieurs années peuvent passer avant que le diagnostic approprié

soit posé.” Le premier médecin consulté est un généraliste dans la majorité des cas, et
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une part importante du délai de diagnostic est di au temps requis pour que le généraliste

suggeére la consultation d’un neurologue.”™

Un meilleur diagnostic permettrait aux patients d'étre intégrés plus facilement et
rapidement aux études cliniques en cours ou futures.®*% Cela permettrait de diagnostiquer
plus rapidement la maladie et de tester de nouvelles approches thérapeutiques.®® Comme
le diagnostic est souvent incertain pendant de nombreux mois, les patients ne peuvent pas
prendre part a des études cliniques. Dix pourcent des patients décédés de la SLA lors
d'une étude de population n’étaient pas éligibles a prendre part a une étude clinique due

au diagnostic « probable » ou « suspecté » qu'ils ont regu.®®

1.2 La peau pour étudier la SLA

La SLA est une maladie qui affecte les neurones moteurs.”® Ceux-ci sont difficiles a
étudier sur un individu en vie. Il est possible d’obtenir des biopsies, mais elles sont
relativement complexes & obtenir en plus d’y avoir possibilités de complications.”” Des
études se penchent déja sur les neurones moteurs’®, alors que d’autres se penchent plutét
sur l'étude de structures qui sont reliées et qui permettraient d’approfondir les
connaissances de cette maladie. Par exemple, des équipes se penchent sur I'étude de la
barriere hématoencéphalique afin d’étudier les interactions entre les différents types
cellulaires, les structures formant cette barriére ainsi que leurs liens avec la pathologie’.
D’autres équipes ont, quant & elles, étudié la SLA dans la peau.’*®' Pour certaines
maladies neurologiques, une biopsie de peau peut d’ailleurs étre prélevée pour aider a

diagnostiquer certaines pathologies.®?

Le reste des tissus du systéme nerveux s’obtient une fois le patient décédé, ce qui est
utile pour étudier les conséquences de la maladie et découvrir les effets sur le corps
humain.”® Cependant, ce n’est pas d’une grande utilité dans le cas ou il est souhaité tester
I'effet de nouveaux médicaments pour prévenir ou retarder la mort, ou afin d’essayer de

diagnostiquer la maladie sur un individu en vie.

Il est donc nécessaire de disposer de différents modéles pour reproduire la pathologie en
laboratoire afin d’éviter des procédures risquées et douloureuses pour le patient. Il existe
des modéles animaux qui sont couramment utilisés pour I'étude de cette pathologie,
comme [Iutilisation de souris ou de rats.®® lls ont l'avantage de reproduire un

environnement complexe comme celui du corps humain tout en étant faciles a étudier.
9



Ces modéles possédent cependant des désavantages, comme celui d’étre beaucoup plus

dispendieux que d’autres méthodes d’analyses.®

1.21 Lien entre la peau et le SNC: le développement
embryonnaire

Au lieu d’étudier directement les neurones moteurs, il est intéressant de se tourner vers
d’autres sources de matériel biologique provenant de I'humain. Il serait possible de
travailler sur I'urine ou le sang afin de tenter de trouver de nouveaux biomarqueurs dans
ces fluides. En effet, ceux-ci sont plus faciles d’accés que les neurones moteurs ou le
liquide cérébro-spinal. C’est d’ailleurs ce sur quoi portent de nombreuses recherches au
sein de groupes de recherche étudiant des maladies neurodégénératives.®*® Puisque ces
fluides sont déja abondamment étudiés, il est intéressant de se tourner vers un autre type
de matériel biologique afin d’étudier la SLA : la peau. Bien que différente du tissu du SNC,

la peau présente de nombreuses similitudes avec les tissus du systéme nerveux.

Lors du développement embryonnaire, plusieurs étapes sont requises afin de former un
organisme pluricellulaire. Tout d’abord, il y a I'étape de la fécondation qui permet la
formation du zygote. Vient ensuite la segmentation qui permet au zygote de passer du
stade d’'une cellule a celui de plusieurs cellules. Il y aura ensuite formation de la blastula,
suivie de la gastrulation qui permet la formation de la gastrula. Celle-ci est composée de
trois feuillets embryonnaires : I'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme. La derniére
étape, I'organogénése, permettra aux différents feuillets embryonnaires de former les
différents organes et structures de I'organisme. Le tableau 2.1 illustre les différents tissus

qui découleront de chacun de ces feuillets.®®’
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Tableau 1.1 : Les trois différents feuillets embryonnaires et les tissus qui découleront de ces
feuillets

Différents feuillets embryonnaires et les tissus qui sont issus de chacun de ces feuillets. Il
est possible d’observer que I'ectoderme formera I'épiderme de la peau ainsi que les tissus
du systéme nerveux. (tableau produit & partir de %)

e Epidermedelapeauet e Systémes osseux et e Muqueuses du tube
annexes cutanées musculaire digestif et organes
(notamment glandes . annexes (foie,

) . : Systemes :
sébacées, follicules . : pancréas)
pileux) cardlova_lsculalre et )
lymphatique Muqueuses du systéme

Systéme nerveux

Hypophyse, médulla

Systémes reproducteur
et urinaire (sauf les

respiratoire, du systeme
urinaire et des voies
génitales

surrénale cellules germinales)
¢ Glande thyroide,
glandes parathyroides,

thymus

e Machoire et dents e Derme de la peau

e Cellules germinales Cortex surrénal

Comme illustré au tableau 2.1, le feuillet de I'ectoderme est celui qui permettra de former,
entre autres, I'épiderme de la peau et les tissus du SNC. Puisque les deux types de tissus
proviennent du méme feuillet, cela leur confére des similitudes. Cela représente donc une
avenue intéressante pour l'étude de maladies neurodégénératives provoquant des
dommages au niveau du SNC. L’hypothése derriére I'utilisation de la peau comme
matériel biologique plus accessible pour I'étude de la SLA vient donc du fait que des
changements au niveau de la peau pourraient étre présents tout comme il y a présence de

changements au niveau des tissus du SNC.

Certaines études ont d’ailleurs démontré que la peau des patients atteints de la SLA
présentait des caractéristiques différentes par rapport a celle d’individus sains.®® Elle
présente des altérations au niveau des tissus conjonctifs et des vaisseaux sanguins.?’ Des
peaux reconstruites en laboratoire par génie tissulaire ont permis dobserver une
différenciation épidermique anormale, des défauts dans la structure de la peau
reconstruite au niveau de la jonction dermo-épidermique, une délamination, une infiltration
de kératinocytes dans le derme, une désorganisation des fibres de collagénes ainsi qu’une

délocalisation de la protéine TDP-43 du noyau vers le cytoplasme.?' Une autre équipe de
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recherche a également étudié la protéine TDP-43 dans des biopsies cutanées provenant
de patients SLA, et a observé la délocalisation de la protéine au niveau de la couche
basale chez un des patients.®® Bien que la protéine voyage constamment du noyau au
cytoplasme, sa localisation principale est au noyau.®® Une autre équipe de recherche
étudiant la SLA a montré que I'expression de la protéine TDP-43 était plus importante
dans la peau des patients SLA.*" Des études sur des souris ont également permis de
mettre en relation le niveau de certaines métalloprotéases matricielles (MMP), MMP-2 et
MMP-9, dans la moelle épiniére et dans la peau.”*® Ces éléments illustrent donc un lien
entre le SNC et la peau, ce qui montre qu'elle est utile pour I'étude de maladies

neurodégénératives.

1.2.2 Avantages et inconvénients d’étudier la peau

La peau posséde de nombreux avantages a étre étudiée par rapport aux tissus nerveux.
Tout d’abord, elle est beaucoup plus facile d’accés. Il est plus facile d’obtenir une biopsie
cutanée de peau que d’en obtenir une de tissus nerveux alors que le patient est toujours
en vie.**® Cette biopsie de peau est peu douloureuse pour le patient, ce qui présente un
avantage énorme lors du recrutement de nouveaux patients pour participer a des projets

de recherche.®”

La culture de cellules de peau, que ce soit les kératinocytes de I'épiderme® ou les

910 est aisée a mettre en place.””'% Une petite biopsie de

fibroblastes du derme
quelques millimétres seulement permet d’obtenir un trés grand nombre de cellules,
puisqu’elles peuvent étre cultivées sur plusieurs passages. Ces cellules peuvent par la
suite étre utilisées pour procéder & des analyses biochimiques et biologiques.'® Une
biopsie de 1 cm? peut étre amplifiée jusqu’a 10 000 fois pour obtenir une superficie de
cellules similaire & celle du corps humain adulte.' Leur culture est aussi moins
dispendieuse et complexe que la culture de neurones moteurs, ce qui représente un autre

1957197 Cela permet d’obtenir du matériel biologique renouvelable

avantage considérable.
afin d’éviter de prélever des échantillons a répétition sur le patient, ce qui rend cette

technique trés avantageuse pour leur qualité de vie.

Bien sir, I'étude de la peau présente des désavantages. Puisqu’il ne s’agit pas du méme
tissu que le tissu nerveux, il existe des différences au niveau des types cellulaires
présents. Des signes de la maladie visibles dans les tissus du SNC peuvent ne pas étre

visibles dans la peau des patients. Cependant, l'inverse est vrai également et des
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éléments de la SLA pourraient étre visibles dans la peau, alors qu’ils ne le sont pas dans
le SNC. L'utilisation de la peau reste donc une alternative trés intéressante afin d’obtenir

des cellules pour I'étude de cette maladie.®

1.3 Lapeau

La peau se compose de trois couches distinctes : 'hypoderme, le derme et I'épiderme.

Ces différentes couches sont illustrées a la figure 1.3.

Follicle

Comeal Layer

Epidermis

Sweat Gland

Dermis

Connective Tissue

Hypodermis

Nerve Ending

Blood Vessels

Figure 1.3 : Différentes couches de la peau normale humaine (hypoderme, derme et
épiderme) ainsi que certains éléments présents dans ces couches.

Les trois couches de la peau (hypoderme, derme et épiderme) sont visibles, ainsi que
certaines structures essentielles, comme les vaisseaux sanguins, les glandes sudoripares,
les poils et les nerfs. (image tirée de ')

L’hypoderme est principalement composé de tissus adipeux assurant isolation et
amortissement entre la peau, les muscles et les 0s.'® Le derme permet quant a lui de
faire la connexion entre I'hypoderme et I'épiderme.'® Il est principalement constitué de
fibroblastes ainsi que de tissus conjonctifs. Ce tissu conjonctif porte couramment le nom
de matrice extracellulaire, et se compose majoritairement de collagéne de type | ainsi que
d’élastine, deux protéines qui sont essentielles au maintien des propriétés mécaniques. '™
Il y a aussi présence de glandes sébacées, de glandes sudoripares, de follicules pileux

ainsi que de capillaires sanguins. """
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La couche externe de la peau est I'épiderme. Son réle est d’étre l'intermédiaire entre le
monde extérieur et l'intérieur du corps humain. Il a d’abord un rble de protection en
agissant comme barriére.'® De plus, il est aussi sensible aux activités se déroulant a
I'extérieur du corps, comme les changements de température, les contacts physiques ou

112113 ) *épiderme est principalement composé

les contacts avec divers agents chimiques.
de kératinocytes et de mélanocytes. Les mélanocytes permettent la synthése de pigments
de mélanines afin de protéger le corps contre les rayonnements ultraviolets (UV).""*'"° Les
kératinocytes sont les cellules qui vont former la majorité de I'épiderme. Elles vont
proliférer et se différencier en cinq couches distinctes qui sont schématisées a la figure
1.4. Les cing couches sont la lame basale, la couche épineuse, la couche granuleuse, la

couche de transition ainsi que la couche cornée.®®

Keratin
filaments

—— T ———— ——— SN

Keratohyalin

Membrane-coating GRANULAR LAYER
granules -

Filaments

Nucleus

Desmosome

BASAL LAYER

\ﬁﬂwﬁ}aﬂ BASAL LAMINA

Figure 1.4 : Couches que forme I'épiderme d'une peau normale humaine

Cette figure illustre les cing couches qui composent I'épiderme de la peau humaine. La
couche cornée, la couche de transition, la couche granuleuse, la couche épineuse et la
couche basale y sont illustrées. Ces différentes couches sont formées a partir des
kératinocytes se situant au niveau de la couche basale. Ceux-ci vont migrer et se
différencier en se déplagant vers I'extérieur du corps. (image tirée de %)
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1.4 Le génie tissulaire

Le génie tissulaire est un domaine de recherche multidisciplinaire qui utilise du matériel
biologique issu d’un individu afin de recréer ou de réparer un organe ou un tissu.'®"1"7
Ces tissus recréés peuvent ou non étre destinés a une greffe a la suite de leurs

productions.'®

Un des usages trés communs du génie tissulaire est la reconstruction tissulaire pour les
grands brulés. Une biopsie de peau est prélevée sur la personne brilée a un endroit du
corps qui n’a pas été endommagé par les flammes. Les cellules sont par la suite extraites,

puis cultivées pour produire le tissu qui pourra étre greffé.'*'"°

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour la production des peaux reconstruites
pour les greffes. Tout d’abord, les tissus peuvent étre complétement autologues, c’est-a-
dire qu’ils ne comportent aucun matériau exogéne. Ces tissus ont I'avantage de ne pas
étre rejetés par l'organisme, puisque les éléments le constituant ont été extraits de
I'organisme sur lequel il sera greffé. Il'n’'y a donc pas de risques de rejets. Certains tissus
reconstruits peuvent aussi inclure des matériaux exogénes pour reproduire des eléments
du tissu natif. Un matériau d’échafaudage peut étre incorporé pour donner un support aux

cellules.'?%122

Ces matériaux sont souvent présents pour reproduire la matrice
extracellulaire. De nombreux composeés existent pour remplir ce role. Parmi ceux-ci, le
chitosane est trés populaire pour former des cavités poreuses dans lesquelles peuvent se
loger les cellules.'?"'?3124 || est également possible de penser au Matrigel™ qui est

125-

employé trés fréquemment aussi.’”>'?’ Une autre alternative est d’utiliser des matrices

128-131

décellularisées. Des techniques de bioimpressions peuvent également étre

employées lors de la production de tissus reconstruits pour donner des formes et des
propriétés particuliéres aux tissus.'* "%

Cependant, I'ajout de composés exogénes rend les tissus plus risqués a greffer, de par les
risques accrus de rejets. De plus, il est possible que ces composés entrainent une
dérégulation de I'expression de certains génes."*® Pour pallier a ce probléme, le modéle
par autoassemblage développé au Laboratoire d'organogénése expérimentale (LOEX)
permet de recréer un tissu a partir de cellules humaines sans ajout de composés
exogénes.'®"%® Cette technique permet de recréer une peau reconstruite similaire au

niveau histologique & celle de la peau normale humaine.™’ Cette technique se base sur la
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capacité de certaines cellules a sécréter leur propre matrice extracellulaire. C’est le cas
des fibroblastes dermiques qui, en présence d’acide ascorbique, s’écrétent des protéines
de la matrice extracellulaire. En les cultivant suffisamment longtemps, il est possible
d’obtenir des feuillets manipulables qui peuvent par la suite étre employés pour la greffe

de grands brulés, pour le développement de modéles tridimensionnels (3D) pour I'étude

81,118,137 138,139

de différentes pathologies ou pour tester I'effet de substances chimiques.

Plusieurs types de peaux reconstruites peuvent étre produits. En fonction des besoins et
des applications visés par ces peauy, il est possible de reconstruire uniquement un derme,
uniquement des cellules de I'épiderme, ou bien une bicouche composée d’un derme et
d’un épiderme.'® Différents modéles ont déja été créés par génie tissulaire. Parmi ceux-ci,
il est possible de retrouver le modéle phototype et lirradiation UV, le modéle du
meélanome, le modéle de guérison de plaies cutanées, le modéle psoriasique, le modéle

de plaies cutanées, le modéle de peau pleine épaisseur et le modéle ex vivo."°

L’exemple de la greffe n'est qu'un seul parmi d’autres qui permettent de comprendre
I'utilité de la recherche dans le domaine du génie tissulaire. Différents types de tissus

peuvent étre d’ailleurs étre produits selon les besoins et les recherches. Par exemple, il

est possible de recréer du tissu adipeux™', des tissus osseux'?'? des vaisseaux
sanguins'?'36  des cornées’, des tissus nerveux'*® ou méme des valves
cardiaques'® "', Il existe bien str d’autres utilités au génie tissulaire que celle de la

production de tissus ou d’organes destinés a étre greffés. Il est également possible de
produire des modéles qui miment des maladies afin d’en étudier les fonctionnements, les
mécanismes d’actions, et méme de tester de nouvelles substances a potentiel

thérapeutique.®"'?

1.5 Spectroscopie infrarouge

Dans tous les cas de SLA, des agrégats pathologiques sont retrouvés chez les patients
atteints.?"*®"® Pour détecter de tels agrégats, la technique de spectroscopie infrarouge a
été envisagée pour sonder les tissus biologiques et détecter ces agrégats. Cette technique
permet d’observer, entre autres, des changements dans la structure secondaire des

protéines qui accompagne I'agrégation de certaines d’entre-elles."*"°
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1.5.1 Théorie et fonctionnement

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique d’analyse qui permet de sonder des
échantillons avec des rayonnements dans le domaine de linfrarouge. Des applications
chimiques sont possibles pour obtenir des spectres d’absorbance permettant de déduire la
structure d’'un composé. |l est également possible d’obtenir des informations sur la
composition en biomolécules dans le cas ou 'échantillon est de nature biologique. Cette
meéthode est non destructive, c’est-a-dire que les échantillons peuvent étre récupérés a la

fin des analyses.'®

Le spectre électromagnétique se divise en plusieurs domaines distincts, comme il est
possible d’observer a la figure 1.5. Chaque domaine posséde une plage de longueurs
d'onde ainsi qu’'un nom plus commun qui le définit. Par exemple, la région la plus
énergétique (a gauche sur la figure 1.5) correspond aux rayons gamma, qui sont trés
pénétrants et de trés hautes énergies. A l'opposé sur le spectre, il est possible de
retrouver des ondes de plus faible énergie, les microondes et les ondes radios. Nos yeux
sont quant a eux capables de détecter les rayonnements de longueurs d’onde situées
dans la région entre 400 et 760 nm." Les rayons UV qui nous proviennent du soleil sont
plus énergétiques que la lumiére visible. Dans la spectroscopie infrarouge, il s’agit des
infrarouges qui sont utilisés. Ceux-ci sont situés dans une région légérement moins

énergétique que les rayonnements visibles.'®

Wik a
Wavelength, A (m) JD@F}?D@
1072 107" 107 10° 10® 107 10° 10° 10* 10 102 1w0' 10 10
I I I I I I I I I I I I I |
Gamma X-ray Ultraviolet Infrared Microwave Radio

[ | I I | | [ [ [ [ [ [ [
1020 10" 10'® 107 10" 10" 0™ 10" 10 10" 100 10 10®
Frequency, v (Hz)

Figure 1.5 : Spectre électromagnétique

Le spectre électromagnétique peut se diviser en plusieurs grandes régions. Une région
trés importante et trés restreinte du spectre correspond a la partie qui est visible par nos
yeux, entre 400 et 760 nm'’. Les rayonnements infrarouges utilisés en spectroscopie
infrarouge sont un peu moins énergétiques que les rayonnements visibles. (image tirée de

158)
Différents types de rayonnements peuvent étre utilisés pour sonder des échantillons. Des

solutions colorées peuvent étre analysées par spectroscopie visible pour effectuer des
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dosages par exemple. Il est aussi possible d’utiliser les rayons UV pour générer de la
fluorescence dans un composé et ainsi obtenir des spectres d’absorption et d’émission qui
peuvent fournir des informations importantes sur la structure d’'un composé. Dans le cas
des rayonnements infrarouges, ils sont utilisés pour obtenir des spectres d’absorption
permettant d'obtenir de [linformation sur la structure d'un composé au niveau

moléculaire.™®

Habituellement, les unités des spectres d’absorption infrarouges sont les nombres
d’ondes, exprimés en cm™. Il s’agit de la réciproque de la longueur d’onde (v = 1/A). De
plus, par convention selon I'« International Union of Pure and Applied Chemistry »

(IUPAC), les nombres d’ondes vont au augmentant de droite & gauche.'

Le fonctionnement de la spectroscopie infrarouge se base sur le principe que les
molécules ne sont pas statiques. A tout moment, les liaisons entre les molécules peuvent
vibrer. L’absorption de photons avec des énergies précises provoquera la vibration de ces
liaisons dans les molécules présentes dans I'échantillon analysé.”™ Un schéma des
différentes vibrations possibles est présent a la figure 1.6 et permet d'observer

visuellement celles-ci.
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Figure 1.6 : Certaines vibrations possibles entre des atomes et visibles en infrarouge
Différents types de vibrations qui se produisent entre des atomes et qui sont visibles en
infrarouge. Ces vibrations sont toutes actives en infrarouge si elles provoquent un
changement dans le moment dipolaire de la molécule. (image tirée de '*°)

La figure 1.7 permet de comprendre le principe derriére la spectroscopie d’absorption.
Cette figure illustre les différents niveaux énergétiques présents dans les molécules. Il y a
présence du niveau fondamental dans lequel la molécule se trouve lorsqu’elle est au
repos. Une excitation par des longueurs d’'onde de différentes énergies permet d’exciter
les molécules pour les faire monter dans un niveau énergétique supérieur. Pour passer a
un niveau d’énergie supérieur, il faut que I'énergie d’'une onde soit égale a la différence

d’énergie entre ces deux niveaux. %%

Le passage du niveau fondamental vers les niveaux électroniques supérieurs se fait par
des rayonnements de plus fortes énergies, comme les rayons UV par exemple (figure 1.7,
F). Les rayonnements infrarouges ont une énergie similaire a celle requise pour exciter les
molécules et les faire monter dans un niveau rotationnel ou vibrationnel supérieur (figure
1.7, A). Si cette énergie est égale a la différence d’énergie entre les deux niveaux, il se
produira une absorption et la molécule passera dans un état énergétique excité. Cette

molécule retournera éventuellement a son état fondamental une fois I'énergie perdue sous
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forme d'un photon.”®'® Certaines vibrations ne sont cependant pas visibles par
spectroscopie infrarouge. Pour étre visibles en infrarouge, les différentes vibrations

doivent produire un changement dans le moment dipolaire de la molécule.™®'®

Excited 2
electronic states L 0

p—y

-1

Virtual states J

Excited W 2
vibrational state A 4 1
0

Electronic 1 3 L W ] ‘E
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Figure 1.7 : Schématisation de I'absorption de rayonnements en spectroscopie infrarouge,
Raman et en fluorescence

L’absorption de rayonnement infrarouge est illustrée en A. Les rayonnements infrarouges
possédent une énergie de I'ordre de grandeur des niveaux vibrationnels et rotationnels.
Lorsqu’un photon est de méme énergie que la différence entre deux niveaux, il y a
absorption et la molécule passe a un état excité. Les schémas B) a E) correspondent a de
'absorption pour la spectroscopie Raman : B) Diffusion Rayleigh, C) Diffusion Stokes
Raman, D) Diffusion anti-Stokes Raman, E) Diffusion Raman de résonance. F) correspond
a de la fluorescence. (image tirée de ')

La technique de spectroscopie infrarouge la plus commune et la plus utilisée de nos jours
est la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR en anglais, pour Fourier-
transform infrared spectroscopy). Le schéma de I'appareil présenté a la figure 1.8 montre
les différentes composantes optiques. L’appareil comporte un interférométre de Michelson
qui est composé d’'un séparateur de faisceau, d’'un miroir fixe et d’'un miroir mobile. Ceci
permet de générer le retard de I'onde, ce qui permet la modulation de la fréquence des
ondes afin que les fluctuations d’intensités puissent étre distinguées par le détecteur.

L’encadré de gauche illustre quant a lui les composantes permettant d’acheminer les
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rayons infrarouges vers I'échantillon, de les condenser, pour ensuite les mener au
détecteur.’'®" Les ondes de la source passent par I'échantillon et atteignent le détecteur
en méme temps, puis peuvent étre séparées par transformée de Fourier afin d’obtenir un

spectre d’absorbance en fonction du nombre d’onde.

L’avantage de la FTIR est qu’il est possible d’obtenir des données spectroscopiques sur
un large spectre simultanément comparativement a des spectrométres a dispersion qui ne
peuvent acquérir des données que pour une seule longueur d’'onde a la fois. Tous les
éléments atteignent le détecteur simultanément, ce qui évite d’avoir a effectuer un
balayage des longueurs d’onde. Cela permet d’acquérir un spectre en moins d’une
seconde. La résolution est également supérieure de par le faible nombre de composantes
optiques qui sont présentes dans I'appareil. En effet, il n’est pas requis d’utiliser un
monochromateur ainsi qu’'une fente de sortie pour la sélection des longueurs d’onde
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Figure 1.8 : Composantes optiques présentes dans un spectrométre infrarouge a
transformée de Fourier

Différentes composantes optiques dans un spectrométre infrarouge permettant de diriger
les rayons infrarouges en plus de permetire les transformées de Fourier. Les
composantes dans I'encadré de droite permettent le retard d’'onde et les composantes
dans I'encadré de gauche permettent d’acheminer les rayons infrarouges a I'’échantillon,
puis au détecteur. (image adaptée de ®")
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La source d'un spectrométre infrarouge est un corps noir chauffé, ce qui produit des
rayonnements sur une grande plage de longueurs d’onde, comme il est possible

d'observer a la figure 1.9. Toutes ces ondes sont acheminées, a l'aide de différents

miroirs, vers le spécimen afin d’en acquérir les spectres infrarouges. '**"%%"%
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Figure 1.9 : Spectre infrarouge des rayonnements émis par un corps noir

La source d’'un spectrométre infrarouge est un corps noir chauffé afin de produire les
rayonnements infrarouges qui serviront aux analyses. (image tirée de '*%)

Plusieurs types de détecteurs peuvent étre présents dans des spectromeétres infrarouges.
Parmi ces différents types, le Focal Plane Array (FPA) est trés utilisé pour l'imagerie
infrarouge. Ce détecteur permet de sonder une zone d’'un échantillon et permet d’obtenir
plusieurs spectres infrarouges correspondants a différents endroits dans cette zone
d’analyse.’ Une illustration de ce type de détecteur est présentée & la figure 1.10 et
permet de bien comprendre son fonctionnement. |l s’agit en fait d’'un détecteur composé
de plusieurs petits détecteurs qui pourront chacun recueillir un spectre infrarouge a
différents emplacements dans la zone d’analyse. Une fois les spectres acquis, il est
possible de sélectionner un endroit sur la zone d’analyse et d’obtenir le spectre infrarouge
correspondant a cet endroit précis. Cette technique est trés utile pour observer des

différences au niveau d’un méme tissu.'%%10%1%¢

22



Absorbance

Pixal row # (y)

Pixel column # (x)

Figure 1.10 : Aspect du détecteur de type FPA et informations qu'il permet d'obtenir

Un détecteur de type FPA permet d’obtenir des spectres infrarouges sur une certaine
surface grace a des petits détecteurs qui forment un quadrillage. Chaque carré représente
un de ces petits détecteurs et il contient un spectre infrarouge de cet endroit précis sur la
zone d’analyse de I'échantillon. Il permet une acquisition rapide de spectres infrarouges
sur une portion de I'échantillon. (image tirée de '®")

Pour analyser les échantillons, il est possible de le faire selon trois techniques
différentes.’® Celles-ci sont présentées a la figure 1.11. La premiére est la transmission
qui consiste a faire passer le faisceau infrarouge au travers de I'échantillon en utilisant un
substrat qui est transparent aux infrarouges (comme le Séléniure de Zinc (ZnSe) ou le
fluorure de calcium (CaF;)). En utilisant un substrat différent possédant une surface
réfléchissante (comme de l'or), il est possible d’effectuer des analyses en transflection.
Une troisitme technique est la réflectance totale atténuée (ATR en anglais, pour
Attenuated Total Reflection) qui consiste & envoyer le faisceau infrarouge sur un cristal
possédant un indice de réfraction élevé. Sur l'autre face de ce cristal, I'échantillon est
déposé. Une petite portion du faisceau infrarouge (appelée onde évanescente), est

absorbée par cet échantillon.'%%161163
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Figure 1.11 : Différents types d'analyses possibles en infrarouge

Il'y a trois techniques possibles d’analyse en infrarouge. La premiére est la transmission et
consiste a faire traverser le rayon infrarouge au travers de I'échantillon. La deuxiéme
technique est la transflection qui consiste a faire passer le rayon au travers de
I'échantillon. Celui-ci est réfléchi sur la lame employée et repasse au travers de
I’échantillon avant d’atteindre le détecteur. La troisiéme technique est ’ATR qui consiste a
faire réfléchir le rayon sur un cristal avec un fort indice de réfraction. Une partie de 'onde
est absorbée par I'échantillon qui se trouve de I'autre c6té du cristal. (image tirée de '®%)

Pour étre en mesure d’analyser les spectres infrarouges suite aux acquisitions avec
'appareil de spectroscopie, il est parfois nécessaire d’effectuer certaines transformations
sur ceux-ci pour en faciliter 'analyse. Certaines de ces transformations sont illustrées a la
figure 1.12. Cette figure permet de bien illustrer les effets de ces transformations. Tout
d’abord, il y a le « Rubberband baseline correction », technique qui permet de corriger la
ligne de base afin que tous les spectres y soient alignés. Cela permet par la suite de
mieux observer et de pouvoir comparer l'intensité et la position relative de chacun des

pics.

Les dérivées premiére et seconde sont également trés couramment utilisées sur les
spectres bruts. Une fois appliquées, ces transformations permettent de visualiser
beaucoup plus facilement les endroits qui difféerent sur le spectre. En effet, certaines
différences sont trés faibles et il est parfois impossible de les repérer sur les données

brutes. Ces transformations permettent donc de pallier a ce probléeme. Une fois les
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transformations appliquées sur les spectres, il est possible de procéder a leur
normalisation. Cela peut s’effectuer sur un pic en particulier, afin que ce pic ait la méme
hauteur sur tous les spectres. Ceci permet de mieux observer les variations dans les
autres régions du spectre. |l peut aussi étre intéressant de faire une normalisation
vectorielle sur certains pics de spectres dérivés afin de mieux visualiser les endroits qui
varient.'®*1°°161.183 pysjeurs autres techniques sont disponibles et peuvent étre utilisées
pour le contréle qualité, les traitements préliminaires'®’, pour extraire de I'information des
spectres infrarouges, pour le regroupement et la classification, ainsi que pour I'extraction

de biomarqueurs.'®®
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Figure 1.12 : Transformation possible d'un spectre infrarouge afin de faciliter son analyse

Différentes transformations possibles sur un ensemble de spectres infrarouges afin de
permettre leurs analyses : la « Rubberband baseline correction », la dérivée premiére et la
dérivée seconde. Une normalisation peut ensuite étre faite sur un pic en particulier ou sur
une région pour aligner les spectres entre eux et permettre I'observation des différences.
(image tirée de '*)

1.5.2 Utilité en chimie
Dans le domaine de la chimie, la spectroscopie infrarouge est couramment utilisée afin de

169

déterminer la pureté de certains produits'® ou pour confirmer leurs structures.'®®'"® Par

exemple, elle peut étre utilisée pour étudier la structure de composés naturels.””" Cette
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technique est trés facile et trés rapide a appliquer sur des produits chimiques et permet
d’obtenir une grande quantité d’'information utile sur les molécules. Pour des molécules
trés simples, il est possible d’attribuer les différentes bandes d’absorption a des liaisons

précises et & des types de vibrations bien précis.'*®

1.5.3 Utilité en biologie
Dans le cas d’analyses de matériel biologique, les résultats obtenus par cette technique
ne sont pas aussi facilement analysables, mais cette technique permet tout de méme

2

I'analyse de matériel biologique'? afin d’observer des différences entre des tissus de

différentes natures.’*'"* Elle est utilisée pour faire des études sur le diagnostic de

1757178 nour faire des études de mort cellulaire’”, pour la classification

différents cancers.
de différents types cellulaires'® ou pour I'identification de bactéries.'®' Elle permet donc
d'analyser des échantillons biologiques de différentes natures. Il est aussi possible
d’étudier des cellules ou des tissus complets.'®'® En ayant des échantillons provenant
d’individus sains et des échantillons provenant d’individus malades, il est possible de
comparer les spectres et de déterminer quelles sont les biomolécules qui expriment la plus
grande majorité des différences. Dans certains cas, il peut s’agir des protéines, alors que
dans d’autres cas, il pourrait s’agir des lipides par exemple. Cette technique peut étre
facilement utilisée pour comparer des échantillons entre eux et déterminer ce qui différe.
De plus, il est possible d’utiliser cette technique afin de classer des tissus en groupes. Une
fois les groupes créés, il est possible de prendre des échantillons de nature inconnue et
de tenter de trouver a quel groupe ils appartiennent. Ceci peut alors permettre de
développer une nouvelle technique de diagnostic qui se base sur les différences et les
similitudes des tissus au niveau de leur absorption dans linfrarouge.' Il est aussi
possible d’observer des changements au niveau de tissus, comme des agrégats de
protéines'®. Cette technique permet donc I'observation de certains éléments par une

technique complémentaire a d’autres techniques d'imagerie déja existantes.

En utilisant la spectroscopie infrarouge sur des tissus biologiques, il n’est pas possible
d’obtenir des spectres simples avec des bandes bien distinctes pouvant étre attribuées a
des liaisons précises. Cependant, elle peut tout de méme étre employée pour obtenir des
informations sur la composition en biomolécules dans un échantillon. Parmi les régions
importantes, il y a les glucides, les lipides, les protéines et les acides nucléiques. La figure

1.13 illustre I'allure typique d’un spectre infrarouge de matériel biologique.'® Chacun de

26



ces types de biomolécules posséde un endroit distinct dans le spectre infrarouge dans
lequel les bandes les plus importantes seront majoritairement présentes. Bien sar, puisque
le nombre de molécules est trés élevé, il ne sera pas possible de distinguer des molécules
précises. Le spectre sera la somme de I'absorption de toutes les molécules. L’allure des
bandes sera trés large, mais leurs positions relatives ainsi que leurs formes peuvent

fournir des informations importantes sur la composition de I'échantillon. '*°
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Figure 1.13 : Spectre typique de matériel biologique contenant différents types de
biomolécules

Un spectre de matériel biologique comprend différentes régions importantes qui peuvent
étre associées a certains types de biomolécules (glucides, lipides, protéines et acides
nucléiques). v = élongation, & = déformation, s = symétrique, as = asymétrique (image
tirée de ')

Pour les acides nucléiques, la région entre 1 300 et 900 cm™ est celle qui sera le plus
étudiée. Cette région correspond aux vibrations des élongations symétriques et
asymétriques des liens phosphodiesters présents dans I'ADN et I'ARN.'5*621% | og
bandes les plus importantes pour les glucides se trouvent entre 1 150 et 1000 cm™."** Ces

bandes sont principalement dues aux vibrations des liaisons CO-O-C présentes dans les
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sucres.’® Pour ce qui est des lipides, les élongations des liaisons sur les chaines
carbonées des acides gras seront responsables des changements dans le spectre
infrarouge et les différences se situent entre 2 800 et 3 050 cm™. Il y aura aussi une bande
a4 1736cm™ d0 a l'élongation du carbonyle de l'ester et & 1468 cm™ provenant du

cisaillement des groupements CH, des chaines carbonées.'>*"62183

Les spectres infrarouges fournissent également une panoplie d’information sur les
protéines.'® Pour leur étude, la région la plus importante est celle se situant & 1 650 cm™.
Cette région correspond a I'élongation des carbonyles des liaisons peptidiques et est
communément appelée Amide I. |l y a aussi présence de la bande Amide Il & 1 550 cm™
qui provient des vibrations hors du plan des liens N-H. De plus, la bande Amide Il entre
1400 et 1 200 cm™ est aussi observée et correspond aux vibrations de déformations N-H
et des élongations C-N."* Les bandes Amide A et Amide B qui sont situées & 3 300 et
3 070 cm™ fournissent certaines informations sur les liaisons hydrogénes présentes dans

les protéines et sont dues aux élongations N-H.'*

Il est possible de tirer des informations concernant les structures secondaires des
protéines en étudiant les spectres infrarouges.’® "% La bande Amide | est sensible aux
structures secondaires des molécules et est la principale utilisée pour 'analyse de ces
structures. Les bandes Amide Il et Amide Il peuvent aussi aider & I'analyse.”®® Ces
bandes peuvent permettre d’identifier si les protéines sont principalement dans une
structure en hélices a ou en feuillets B, ainsi que de fournir de I'information sur les coudes
et les portions aléatoires des protéines.’™ De plus, les spectres infrarouges peuvent aussi
permettre de détecter des différences au niveau des résidus et de leur chaine latérale
dans des échantillons différents.'® Cette technique peut également permettre d’obtenir de
l'information sur la conformation des protéines et les changements de conformation, leurs
mauvais repliements, ainsi que sur leur agrégation.'®%9°1%

1.5.4 Application possible avec les peaux reconstruites

Il 'y a déja des chercheurs qui font de la spectroscopie infrarouge sur des peaux natives.'?®
Des peaux reconstruites psoriasiques ont par ailleurs déja été étudiées par le passé.'™
Une fois les équivalents cutanés obtenus, il est possible de les couper
perpendiculairement a leur orientation de culture et ainsi obtenir des sections de quelques

micrométres d’épaisseur contenant a la fois la couche des fibroblastes du derme et les
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kératinocytes de I'épiderme. Cela permet d’observer les deux types cellulaires ainsi que

leurs interactions.

Des analyses multivariées peuvent étre employées pour analyser les spectres. Parmi
celles-ci, les plus utilisées sont les analyses de regroupements hiérarchiques (Hierarchical
Cluster Analysis, HCA) ou des analyses en composantes principales (Principal

Component Analysis, PCA)."®

La premiére technique, les HCA, permet de faire des regroupements en catégories afin de
générer des dendrogrammes permettant de visualiser graphiquement la séparation des
données. En fonction des similitudes entre les spectres infrarouges, ceux-ci sont
regroupés en catégorie. Ce processus itératif est appliqué jusqu'a ce que toutes les
données aient été regroupées. Une fois I'algorithme appliqué, il est possible d’étudier les
différents groupes obtenus. Il est possible de tenter de faire des classifications pour
séparer des individus sains et malades afin d’identifier certaines portions des spectres qui

pourraient expliquer cette distinction.**?%

Les PCA permettent de mettre en évidence les différences entre les éléments d’un
ensemble de données. En présence d’un trés grand nombre de données et de variables
pour les caractériser, il peut étre utile de vouloir réduire le nombre de dimensions afin
d’exprimer les données en un nombre plus réduit de paramétres (les composants
principaux, PC) qui contribuent le plus a la variabilit¢ des données. Ces PC sont de
nouvelles variables qui sont linéairement dépendantes des variables initiales afin de
maximiser la variance.?'?° La figure 1.14 illustre bien ce genre d’analyse pour des
données a deux dimensions (2D). L’axe PC1 sera placé de maniére a représenter le plus
grand pourcentage de la variabilité des données. L’axe PC2 sera quant a lui placé
perpendiculairement a 'axe PC1 et représentera le deuxiéme pourcentage le plus élevé
de la variance des données. Dans le cas de données a dimensions plus élevées, il est
plus difficile d’illustrer visuellement le processus, bien que celui-ci soit similaire. Chaque
point sur le graphique correspond a un élément analysé au départ. Avec les spectres
infrarouges, chaque point sur le graphique illustre une condition ou un réplica pour laquelle
un spectre est obtenu. Il est possible par la suite d’observer visuellement si des
regroupements sont faits entre différentes conditions (entre malades et non malades par
exemple) en sélectionnant certaines plages de nombres d’ondes qui pourraient séparer
les données. En attribuant des couleurs ou des formes particuliéres a chacun des points
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dans le graphique (comme a la figure 1.14 avec les points noirs et rouges), il est possible
d’observer visuellement si des regroupements sont faits entre les différents éléments.
L’utilisation de ce type d’analyse peut étre appliquée a d’autres techniques que celle de
linfrarouge. Il est possible de I'appliquer avec des données génétiques®® ou pour
'analyse de produits alimentaires en prenant en compte un nombre élevé de

paramétres.?”’
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Figure 1.14 : Exemple de PCA avec des données en 2D pour illustrer le placement des PC

Schéma montrant le placement des axes PC1 et PC2 dans le cas de données en 2D pour
illustrer le fonctionnement de la technique. En a), il s’agit des données brutes obtenues.
En b), il est possible d’observer le placement des PC1 et PC2. L'axe PC1 est placé de
facon a exprimer le pourcentage le plus élevé de la variance des données. Le PC2 se
place quant a lui perpendiculairement. En e), les données ont été placées selon les axes
PC1 et PC2 trouvés en b. (image adaptée de %)

1.6 Problématique et hypothése de recherche
1.6.1 Problématique

La principale problématique liée a I'étude de maladies neurodégénératives comme la
sclérose latérale amyotrophique est I'obtention de tissus biologiques pour étre en mesure
d’effectuer des analyses. Pour pallier a ce probleme, I'étude de la peau permet d’étudier
un tissu biologique beaucoup plus facile d’accés. De plus, la culture cellulaire et le génie
tissulaire permettent de créer des peaux reconstruites a partir d’'un petit hombre de
cellules provenant d’'une biopsie. Cela permet donc d’avoir une source de matériel
biologique renouvelable pour procéder a des analyses. Une petite biopsie d’a peine
quelques millimétres peut fournir un nombre de cellules suffisant pour produire plus d’'une

centaine d’équivalents cutanés.
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A T'heure actuelle, il n'est pas possible de diagnostiquer précocement la SLA. Un
diagnostic plus précoce permettrait d’augmenter les chances de survie des patients en
permettant de démarrer des traitements beaucoup plus tét dans la progression de la
maladie avant que les principaux symptémes cliniques ne soient visibles. La recherche
pour trouver de nouvelles méthodes de diagnostic est donc un domaine de recherche dont
les résultats seraient trés bénéfiques pour le progrés scientifique et les connaissances de
cette maladie. La spectroscopie infrarouge, telle que décrite précédemment, pourrait étre
une analyse trés simple a mettre en place pour analyser la peau des individus et ainsi

déterminer s’ils sont atteints ou non de la maladie.

Ce projet de recherche de maitrise vise a expérimenter cette technique de spectroscopie
sur des peaux reconstruites a partir de cellules saines ou de cellules de patients SLA.
L’objectif est de déterminer s’il est possible ou non de distinguer des peaux reconstruites
en fonction de la provenance des cellules. La présence de différences au niveau des
spectres infrarouges permettrait d’'une part, de montrer que des éléments propres a la SLA
peuvent étre présents dans la peau, et d'autre part, que la spectroscopie infrarouge
pourrait étre une technique intéressante et pour laquelle des recherches plus approfondies
pourraient étre menées afin de voir s’il serait possible de l'utiliser afin d’en faire une

méthode de diagnostic.

1.6.2 Hypothése de recherche

L’hypothése de ce projet de recherche est que la spectroscopie infrarouge sur des peaux
reconstruites en laboratoire a partir de cellules d’individus sains et de patients atteints de
SLA permettrait de différencier des équivalents cutanés en fonction de la provenance des

cellules.

Cette hypothése de recherche provient d’analyses préliminaires qui ont été réalisées dans
le laboratoire. Tout d’abord, un étudiant de I'équipe a su démontrer que les peaux
reconstruites en laboratoire telles qu’elles seront utilisées dans le cadre de ce projet
présentent des caractéristiques qui sont typiques de patients atteints de la SLA. Tout
d'abord, il y a présence d’anomalies structurelles et d’infiltration des kératinocytes de
I’épiderme, ce qui n’est pas visible sur des peaux reconstruites a partir de cellules saines.
Par ailleurs, il a été en mesure d’observer une délocalisation de la protéine TDP-43 du
noyau vers le cytoplasme. Cette délocalisation est combinée a une agrégation de cette

protéine dans le cytoplasme.?' Une autre équipe de recherche s’est également intéressée
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a la protéine TDP-43 dans la peau des patients, directement a partir de biopsies
cutanées.®® Selon la littérature, cette agrégation de la protéine implique également un
changement de la conformation de la protéine. Celle-ci, présentant habituellement une
conformation majoritairement en hélice a, se retrouve principalement avec une
conformation en feuillet B lorsque présente sous forme d’agrégats.?®® Puisque des
changements dans la structure secondaire des protéines sont une caractéristique qui peut
étre observable par spectroscopie infrarouge, cette technique semble prometteuse pour
I'étude des peaux reconstruites et pour I'observation de changements de conformations au

niveau des structures secondaires.

1.6.3 Objectifs de recherche

Le premier objectif de ce projet de recherche est de mettre au point la technique de
spectroscopie infrarouge pour I'analyse des équivalents cutanés produits. Tout d’abord, il
est important de déterminer I'épaisseur des coupes a déposer sur les lames afin de
procéder aux analyses. Par la suite, il faut déterminer le meilleur composé pour enrober
ces équivalents pour la coupe sans pour autant causer d’interférences avec les analyses

infrarouges. Pour finir, I'utilisation ou non d’une fixation pour les tissus doit étre étudiée.

Le second objectif de ce projet est de déterminer s'il y a des différences au niveau des
spectres infrarouges entre des peaux reconstruites dérivées de patients SLA et d’individus
sains. Pour ce faire, des analyses multivariées seront effectuées sur les données
infrarouges. Parmi ces analyses, il est possible d’y retrouver les PCA et les HCA. Ces
deux types d’analyses permettent de faire des regroupements entre les données pour
déterminer lesquelles peuvent engendrer une séparation optimale en deux groupes

distincts (sain ou malade).

1.6.4 Impact des potentielles découvertes sur le diagnostic de la
maladie

Ce projet de recherche peut avoir un impact trés grand sur la recherche des maladies
neurodégénératives. Si des différences sont visibles entre des équivalents reconstruits a
partir de cellules de patients et d’individus sains avec la technique de spectroscopie
infrarouge, et que des biomarqueurs spectraux sont présents dans la peau, cela laisse
croire que cette technique pourrait étre utilisée comme outil de diagnostic complémentaire
pour les cliniciens, ou bien tout simplement remplacer les techniques actuelles qui ne

permettent pas toujours d’obtenir un diagnostic clair et précis.
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Cela permettrait de bien stratifier les patients et de déterminer s’ils sont atteints de la SLA
ou bien s’il s’agit d’'une autre maladie qui posséde des symptdmes cliniques similaires. Par
ailleurs, si la sensibilité de cette technique est suffisante, il pourrait étre possible de
diagnostiquer plus précocement les patients, ce qui permettrait de démarrer un traitement
actuel ou éventuel plus rapidement. Ceci permettrait d’augmenter significativement les
chances de survie des patients ainsi que leur espérance de vie. En effet, des études sur
des souris ont permis de démontrer que la communication entre le muscle et la jonction
neuromusculaire est perdue avant méme ['apparition des premiers symptdmes
cliniques.?®?"" Un traitement démarré plus tét aurait une chance plus grande de donner

des résultats significatifs tel que montrés précédemment.?'

De plus, comme le diagnostic se ferait plus t6t, de nouvelles substances thérapeutiques
pourraient étre testées en études cliniques pour stopper ou ralentir la progression de la
maladie. Des biomarqueurs de progression visibles par infrarouge permettraient de suivre
I’évolution de la maladie, d’observer, et de quantifier la réponse a un traitement ainsi que

les bienfaits ou non d’un traitement chez les patients.
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2.1 Résumé

Introduction : Un des grands défis dans l'identification de thérapies pour des maladies
neurodégénératives comme la sclérose latérale amyotrophique (SLA) est le manque de
biomarqueurs. L’objectif de ce projet est d’appliquer la microscpectroscopie infrarouge,
une technique permettant d’analyser le contenu moléculaire de tissus, afin d’identifier des
biomarqueurs et ainsi aider les cliniciens a poser un diagnostic précis, en plus de suivre
I'évolution de la maladie dans le temps. Nous avons émis I'hypothése que, puisque les
tissus de la peau et du systéme nerveux central proviennent du méme feuillet
embryonnaire, les changements pathologiques associés a la SLA seraient également
détectables dans la peau. Méthodes : Des cellules provenant d’individus sains et de
patients SLA sont isolées de biopsies cutanées. Les fibroblastes sont cultivés dans un
environnement en 3-dimensions, ce qui a été démontré comme étant nécessaire pour
observer les éléments pathologiques caractéristiques de la SLA dans les tissus en culture.
Les spectres infrarouges a transformée de Fourier (FTIR) sont enregistrés et les dérivées
secondes sont comparées entre les groupes. Résultats : Des analyses en composantes
principales et des regroupements hiérarchiques ont été faites pour détecter les différences
entre les échantillons (SLA vs contrdles). De facon intéressante, les analyses ont montré

qu’il était possible de différencier les spectres FTIR ALS et contrdles en lien avec la bande

Amide Il ainsi que des différences au niveau [des lipides,|des glycosaminoglycanes et/ou

de la composition de la matrice extracellulaire. Interprétation : Les changements détectés
sont probablement dus a des changements au niveau de la structure secondaire des
protéines entre les SLA et les contrdles ainsi que par des compositions différentes de la
matrice extracellulaire. Des analyses supplémentaires seront nécessaires pour confirmer

ces résultats.
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2.2 Abstract

Introduction: One of the great challenges in the identification of efficient therapy in many
neurodegenerative diseases, including Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS), is the lack of
reliable biomarkers. The purpose of this project is to apply infrared microspectroscopy, a
technique dedicated to analyze the molecular content of tissues, for the identification of
biomarkers that will help clinicians to determine a precise diagnosis, as well as to follow
disease evolution over time. We hypothesized that, since skin and CNS has the same
embryonic origin, ALS-associated pathological event will be readily detectable through skin
testing. Methods: Cells from healthy individuals and ALS patients were isolated from skin
biopsies. Fibroblasts were cultured in a 3-dimentional context, which has been shown to
be necessary for the detection of characteristic ALS pathology within the cultured tissue.
Fourier-transformed infrared (FTIR) spectra were recorded and second derivative spectra
were compared between the groups. Results: Principal Component Analysis and
Hierarchical Cluster Analysis were performed in order to detect differences between tested
specimens (ALS vs. controls). Interestingly, our analyses showed that it was possible to
discriminate the FTIR spectra taken from ALS and control TES; changes mainly related to
the amide Il band, as well as to different lipid, glycoaminoglycan and/or extracellular matrix
composition. Interpretation: The detected changes between TES samples are likely to be
associated with secondary structures protein conformation between ALS and controls as
well as with different extracellular matrix composition. Additional experiments will be

needed to confirm our results.
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2.3 Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease of the central nervous
system (CNS) that is characterized by progressive degeneration of upper and lower motor
neurons (1). The degeneration leads motor malfunction, paralysis and death usually
between three to five years following the diagnosis (2). ALS has two forms: familial ALS
(FALS), which accounts for 5 to 10 % of all cases, and sporadic ALS (sALS), which
accounts for 90 to 95 % of all cases (3). Currently, the diagnosis of ALS is mainly based
on the clinical assessment of symptoms, which may appear only late in the disease
course, well after the degeneration of a significant number of motor neurons has already
occurred. For sALS, there are no known specific biomarkers of early diagnosis, prognosis
or for the prediction to therapy response (4, 5). Cytoplasmic neuronal and glial
accumulation of TDP-43 is found in the vast majority of ALS cases (sporadic and familial)
(6-12) as well as in Tau-negative frontotemporal lobar degeneration (FTLD), which is

shown to have significant genetic, clinical and pathological overlap with ALS (13, 14).

The uncertainty in the diagnosis, as well as the lack of effective treatment can be attributed
to the absence of reliable disease biomarkers (15). A serious challenge in the treatment of
ALS patients is therefore the length of time between the first clinical visit and the definite
diagnosis of ALS. This delay, which can take up to 18 months, may be an important
window of opportunity to start therapy. The identification of such valid biomarkers will not
only improve diagnosis, but will also allow for stratification in clinical trials, for earlier
patient enrollment in clinical studies, for better prognostication, for the discovery of novel
molecular tools to improve clinical trial outcome measures other than patient survival or

functional rating scales, and lastly for the facilitation of therapeutic development.

Although the diagnosis of ALS through neuropathological examination of post-mortem
CNS specimens of TDP-43 is well established, progress towards the development of a
TDP-43-based biomarker in other biological samples has been met with limited success so
far (16). To find new sources of biomarkers, we explored tissue-engineered skin (TES),
derived from ALS patients, as a source of more accessible biological material. It has been
demonstrated that specific skin phenotypes linked to ALS, which include extracellular
matrix disorganization and TDP-43 intracytoplasmic protein aggregates formation, can be
observed in ALS-TES (17, 18). Interestingly, these phenotypes were also observed in

asymptomatic fALS patient-derived TES with a known mutation susceptible to later induce
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the disease (17, 18). In healthy motor neurons, TDP-43 is typically localized to the nucleus
forming helix-turn-helix structures in solution, while it undergoes structural transformation
from a-helix to B-sheet during aggregation (19). These observations open the way to the
development of non-invasive detection of TDP-43 aggregates in patient’s skin using
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), a technique enabling non-invasive in-

depth characterization of skin biomolecules and protein secondary structures (20).

2.4 Materials and methods

2.4.1 Subjects, cells isolation and culture

The recruitment of six ALS patients and three control samples, as well as the cell isolation
and culture process have been previously described (17). This project has been approved
by the CHU de Québec — Université Laval institutional review board. The fibroblast and
keratinocyte cells were isolated from skin biopsies and kept in liquid nitrogen until used.
The culture of fibroblasts and keratinocytes were similar to what has previously been
described (17), with some minor changes to improve culture output and tissue engineered
skin production. In brief, fibroblasts were cultivated in DMEM with 10 % Fetal Calf Serum
(FCS) (Invitrogen) with 100 IU/mL penicillin G (Sigma-Aldrich) and 25 pg/mL gentamicin
(Schering) in 8 % CO2 at 37°C. They were cultured in flasks until confluency (100 %)
before the production of TES as described in the section below. Keratinocytes were
cultivated on a feeder layer made of irradiated mouse fibroblasts with Dulbecco-Vogt
modification of Eagle's medium with Ham's F12 (3:1) supplemented with 5 % HycloneTM
Fetal Clone Il serum (GE Healthcare Life Sciences), 5 ug/mL insulin (Sigma-Aldrich),
1 mM hydrocortisone (Novopharm), 10 ng/mL human epidermal growth factor (Austral
Biological), 0,1 nM cholera’s toxin (MP Biomedicals), 100 IU/mL penicilin G (Sigma-
Aldrich), and 25 pg/mL gentamicin (Schering). Keratinocytes were cultivated until a

confluency of 80 % to 90 % and then used for TES production.

2.4.2 Tissue—engineered skin production

TES production was done as previously described (21). Briefly, fibroblasts were cultured at
100 % confluency with 50 pyg/mL ascorbic acid for 24 days in order to enhance
extracellular matrix protein secretion and assembly, and to form manipulable 3-
dimensional (3D) fibroblast sheets. Keratinocytes were seeded on one of the sheet and
cultivated using keratinocytes media for four additional days, while the remaining sheets

were cultivated with fibroblasts media. Three fibroblast sheets are then stacked upon one
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another, positioning the one with the keratinocytes on top, and immediately placed at the
air-liquid interface for 14 days in order to induce the formation of stratum corneum and
differentiation of the epidermis. Matured TES were either embedded in optimal cutting
temperature compound (OCT) or flash frozen in liquid nitrogen and kept at -80 °C for

downstream analyses.

2.4.3 Fourier-transform infrared spectroscopy analysis

FTIR spectra of OCT-embedded sections deposited on zinc selenide (ZnSe) slides
(International Crystal Laboratories) and transmittance were acquired using an Agilent
Technologies Cary 670 FTIR Spectrometer coupled with an Agilent Technologies Cary
620 Microscope in the range 4000-950 cm™ at 8 cm™ resolution, with 64 co-added scans.
FTIR spectra were acquired from across the tissue section with a focal plane array
detector (FPA). One TES section was probed for each individual (ALS and controls), with
two to six images per sample depending on its length on the slide. Recorded spectra were
then pre-processed to remove spectral contaminants and improve the quality of infrared
imaging data (Tableau 2.1). A baseline correction was applied to correct the spectra for
environmental and substrate effects. A root mean square (RMS) noise filter was applied on
the 2250-1850 cm™ region with a cut off of 0,002. Different absorbance filter were also
applied to remove unwanted spectra, such as those from the microscope slide surrounding
tissue sections, the OCT around the sample and on its edge, as well as the most
intense/weakest Amide l-associated spectra related to respectively detector saturation and

imperfections within the tissue section.

41



Tableau 2.1 : Parameters of the different absorbance filters used for spectra filtering and
their purpose

1700-1600 0,2 0,9 To remove the spectra that absorbed too much or

(Amide I) not enough based on the Amide | peak, the most
intense peak of each spectrum, as well as those
surrounding the sample (the microscope slide).

1780-1730 0,0 0,1 To remove OCT contaminating spectra.
A.A.: Arbitrary units

For each of the acquired images, these pre-processing steps were able to accurately
select the high quality spectra. The absorbance at each wavenumbers for each remaining
high quality spectra was averaged and used for downstream analyses. The second
derivative of each average spectrum was also generated and used to make comparison
between control and ALS patients. Interrelationships between ALS patients and control
individuals were also investigated by Principal Component Analysis (PCA) and
Hierarchical Cluster Analyses (HCA). PCA based on the nonlinear iterative partial least
squares algorithm was used to reduce the dimensionality of the multivariate data to a
manageable range consisting of a smaller set of representative numbers called scores
(22). HCA were generated with cosine distance metric and ward’s linkage type. A program

made with MATLAB 5.1 was used to perform preprocessing and analyses (23).

2.4.4 ELISA

Samples were mechanically grinded under a liquid nitrogen flow using a CryoMill (Retsch).
Samples were then fractioned to obtain the cytoplasmic and nuclear proteins in order to
facilitate the detection of TDP-43 delocalization from the nucleus to the cytoplasm.
Samples were solubilized in TNGT lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 100 mM NacCl;
10 % Glycerol; 1 % Triton-X in ddH,0), vortexed and centrifuged at 15000 g. The
supernatant containing the cytoplasmic proteins was collected. The pellet was then
solubilized in SUB lysis buffer (0,5 % SDS, 8 M Urea, 2 % B-mercaptoethanol in ddH,0),
then vortexed. This fraction contains the nuclear fraction of proteins in the sample.
Detection of human TDP-43 was performed by ELISA using commercially available human

TDP-43 detection kit (proteintech) on the cytoplasmic and nuclear fractions of each
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sample. Total protein concentration was assessed with Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific) for the cytoplasmic fraction and Pierce™ 660 nm Protein Assay
Kit (ThermoFisher Scientific) with lonic Detergent Compatibility Reagent for Piece™
660 nm for the nuclear fraction. The ELISA was then performed according to the supplier
protocol and read with an UV-Visible plate reader spectrometer at 450 nm (SPECTRAmax
PLUS 384). For each fraction, the amount of TDP-43 was normalized against total protein
concentration of the corresponding fraction and nuclear to cytoplasm TDP-43 ratios were
calculated. Means for each group (controls and ALS) were used for a downstream

statistical analysis with the Mann-Whitney t test.

2.5 Results
2.5.1 FTIR spectroscopy analysis of the TES structural properties

FTIR spectroscopy is limited to a penetrative depth, as well as to the saturation of the
detector requiring optimal tissue thickness sectioning to obtain good transmittance FTIR
spectra of tissue samples. Optimal tissue thickness was therefore first determined in order
to obtain the best signal to noise ratio prior FTIR interrogation. OCT-embedded TES were
cut at different thicknesses (2-25 um). In our experiments, 10 um thick TES sections were
found the optimal thickness that allows the infrared light to penetrate tissues without

saturating the detector for maximum signal to noise ratio (Figure 2.1).
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Figure 2.1 : FTIR spectra of tissue-engineered skin with variable thickness (2-25 um)
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10-um thick section was selected to avoid nonlinear detector response or saturation that
may be associated with higher absorbance intensities (>20 um) or to optimize the signal to
noise ratio by eliminating lower absorbance intensities often associated with tissue

imperfections.
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Figure 2.2 : The FTIR absorption spectrum of human tissue-engineered skins
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Averaged ALS (red)- and control (blue)-derived spectra are shown. Important regions used
for downstream analyses are also highlighted. Normalization was done on the region
1700-1000 cm™ and plotted on the same graph to better assess the differences among

spectra.
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Infrared spectra of biological tissues are complex to analyse due to the diversity of
biomolecular constituents within the samples, with many regions giving information about
particular biomolecules, such as proteins or lipids (Figure 2.2). To better resolve the
overlapping components in the recorded spectra and enhance smaller peak separation,

second derivative analysis was performed (Figure 2.3).
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Figure 2.3 : Second derivative FTIR spectra of tissue-engineered skin samples on different
targeted regions

The colors are assigned as followed: Red (ALS) and black (controls). a) Second derivative
spectra of the 1750-1450 cm™ spectral region encompassing the Amide | and Amide Il.
Normalisation was done on the tyrosine peak with the region 1520-1510 cm™. The main
differences between the different samples can be observed on spectral region surrounding
the Amide | ( ~1655 cm™) and the Amide Il (~1550 cm™) bands. b) Second derivative
spectra of the 2800-3000 cm™ spectral region encompassing lipids and extracellular matrix
protein component. Normalisation was done on the CH; peak with the region 2950-
2970 cm™. The main differences between samples are ~2920 cm™ and ~2850 cm™.c)
Second derivative spectra of the 1400-1000 cm™ spectral region encompassing proteins
and lipids. Normalisation was done on the CH; peak with the region 2950-2970 cm™. The
main differences between samples are ~1450 cm™, 1345 cm™, ~1240 cm™, ~1150 cm™
and ~1110 cm™.
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We first investigated the infrared response of TES (ALS and control) in the Amide |
(~1700-1600 cm™) and the Amide Il (~1480—1575 cm™) bands (Figure 2.3a) to get insights
into the protein secondary structure properties (24, 25). The amide | band is particularly
sensitive to the protein secondary structures and to the presence of intermolecular -
sheets in protein aggregates (26, 27). The amide Il have also been shown to be useful to
study secondary protein structures (28). In particular, the second derivative FTIR spectrum
of the different generated TES displayed a main peak at ~1655 cm™ associated with a-
helix structures (26, 27, 29). The peaks near 1695 and 1628 cm™' are known to be more
characteristic of B-sheets, while turn structures likely contribute to the signals near
1665 cm™ (26, 27, 29). The 1655 cm™ peak displays different intensity values for ALS-TES
when compared to control-TES, and shifted toward 1670 cm™ indicating that
conformational change is significantly observed in ALS-TES. Noteworthy, compare to
control-TES, the B-sheets associated peaks of the ALS-TES were found to be shifted with
drastic intensity changes, indicating the presence of more abundant intermolecular B-sheet

structures, as expected (19).

Notably significant changes can also be observed at ~1555 cm™, and ~1543 cm™, located
within the Amide Il band associated with NH bend + C-N stretch (27). The peak ~1470 cm’
' is related to the CH, scissoring mode of proteins and lipids, and the peak at ~1455 cm™
to CH, and CH; deformation modes of proteins (1473-1462 cm™) (Tableau 2.2) (27). This
region can give information on protein conformational changes, lipids or cholesterol
content within samples (30, 31). It can also be attributed to symmetric CN elongation of
proline amino acid side chain (1465-1400 cm™) (26, 32).

We then investigated the region 3000-2800 cm™ (Figure 2.3b). The peak’s intensities at
2850 cm™ and 2920 cm™, due to CH, asymmetric stretch of saturated lipids and side chain
of proteins (27), dramatically increased in ALS-TES when compared to normal tissues
(Figure 2.3b). Although elevated level of saturated lipids can be a sign of oxidative stress
(27), which has been previously linked to ALS (33), it can also be explained by different
ECM composition in collagen (2926 cm™ and 2850 cm™) (Tableau 2.2) (34). The peaks at
~2920 cm™ and ~2850 cm™ can also be linked to intermolecular B-sheet content (35). A
lower intensity of these two peaks is associated with a higher content of B-sheets or a sign

of lipid rearrangement in tissues with aggregates (36).
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We then further analyzed the amide Ill and the lipid spectral features (Figure 2.3c and
Tableau 2.2). Some interesting differences between ALS-TES and control-TES (1350-
1200 cm™") can be observed and were mainly assigned to phosphates of phospholipids
due to the absorption of acetyl amino group of glycosaminoglycans (GAGs) (37), one of
the main components of the extracellular matrix, as well as different tissue collagen
composition. Indeed, the peak at ~1345 cm™ arises from CH, wagging of phospholipids,
fatty acids, triglycerides and amino acid side chains (1343 cm™) (27), and can also be
associated with collagen content within tissue (34). The peak at ~1398 cm™ originating
from COO™ symmetric stretch of fatty acids and amino acids (1400 cm™) (27) or from CHs
bending vibrations characteristic of compound with N(CHj); groups, such as
phosphatidylcholine (36), is also found to be slightly different. The peak at 1238 cm™
presents a high variability for all the samples and is arising from PO, asymmetric stretch
of DNA, RNA and phospholipids (1238 cm™) (27, 29). It can also be attributed to B-sheets
secondary structures (1240 cm™) (35), or be attributed to a different level of protein
phosphorylation (38). There is also the peak at ~1203 cm™ that presents a high level of
variability that can be assigned to Tryptophan (Trp) amino acid side chains (32) or
collagen organizaion (27). High level of variability can also be observed at peak ~1148 cm’
. This peak can be related to C-O stretch of glycogen and mucin (1151 cm™), two
constituent of the epidermis (27, 39, 40). Interestingly, epidermal changes were also
observed in ALS skins biopsies (18).
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Amide Il

Amide Il

Amide |

Lipids

Tableau 2.2 : Summary of the changes observed in ALS and control TES

1148
1203

1238

1345

1398

1470

1455

1543, 1555
1628
1655
1665
1695
2850

2920

C-0O stretch of glycogen and mucin

Tryptophan aa side chains or collagen
organization

PO, asymmetric stretch (DNA, RNA
and phospholipids) / B-sheets

CH, wagging (phospholipids, fatty
acids, triglycerides and amino acid side
chains), collagen content

COO" symmetric stretch (fatty acids and
amino acids) or CH3 bending of N(CH3);

CH, and CH; deformation modes of
proteins,

CH, scissoring mode, CN elongation of
proline amino acid side chain

CH, and CH; deformation modes, CN
elongation of proline amino acid side
chain

NH bend + C-N stretch

B -sheets

a-helices

B -turns

B -sheets

CH, asymmetric stretch of saturated
lipids and B-sheets, side chains of
proteins, collagen content

CH, asymmetric stretch of saturated

lipids and 3 —sheets, side chains of
proteins, collagen content
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Epidermis
composition
Protein structure,
ECM composition
Protein structure,
protein
phosphorylation
Protein structure,
ECM
composition, lipid
composition
Protein structure,
lipid composition

Protein structure,
lipids and
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2.5.2 PCA and HCA analysis
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Figure 2.4 : PCA and HCA based on wavenumbers surrounding the Amide Il band (1499-

1511, 1586-1598 cm™)

a) Discrimination between ALS (red) and controls (blue) are readily apparent on the PCA
score plot. b) HCA analysis showed two distinct groups clustered together according to the
disease status. Different ALS- and Ctrl-derived TES were analyzed and different regions
on each tissue section were also analyses (ALS: n =4 ; Ctrl: n =4). Normalization was

i

done on the region 1700-1000 cm™.
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Figure 2.5 : PCA and HCA analysis from wavenumbers attributed to lipid and extracellular
matrix protein composition (2900-2916, 3001-3016, 3097-3109, 3116-3132 cm'1)

a) PCA analysis revealed that ALS (red) and controls (blue) are seemingly different from
each other. b) HCA analysis revealed an almost perfect discrimination between ALS and
Ctrl TES samples. Different ALS- and Ctrl-derived TES were analyzed and different
regions on each tissue section were also analyses (ALS: n = 6 ; Ctrl: n = 3). Normalization
was done on the region 1700-1000 cm™.

PCA score plots were generated to assess if it possible to discriminate the tested samples
according to the disease status (Figure 2.4a and Figure 2.5a). The PCA results were first
generated by using spectral windows in the ranges 1499-1511, 1586-1598 cm™, covering
spectral features characteristic of amino acid side chains (Figure 2.4a), as well as for
spectral windows in the ranges 2900-3200 cm™, covering spectral features of lipids,
collagen and other extracellular matrix proteins (Figure 2.5a). The separation based on the

disease status (ALS vs. control) of the TES samples is readily apparent from the plots
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(Figure 2.4a and Figure 2.5a). Control samples appear to be more spread on both PC1
and PC2 in the Amide | and Amide llI-derived PCA plot, indicating a higher variability in
intensity for these spectra on the selected wavenumbers. ALS-TES seem to be more
located in the center, indicating less variability among samples and similarity in cell
composition between each tested patient-derived TES. As oppose to this result, the
variability in cell composition between Ctrl- and ALS-derived TES appeared to be
oppositely more important in ALS (Figure 2.5a). This result is in correlation with the
previously described extracellular matrix abnormalities in ALS-derived TES (17) and

indicates that ALS-derived TES have a higher degree of variability in ECM composition.

HCA analyses were also performed and dendrogram were generated to assess the
similarity of the samples on these wavenumbers. Dendrograms are diagram trees
frequently used to illustrate the arrangement of clusters produced by hierarchical clustering
(41). Clustering of the sample according to the disease status is also readily apparent on
each of the two dendrograms derived from the two different analyzed spectral regions
(Figure 2.4b and Figure 2.5b). The degree of similarity/dissimilarity can also be observed
given the number of clusters and higher horizontal distances associated with either ALS-
or Ctrl-derived TES from each of the analyzed spectral regions. Each joining (fusion) of
two clusters is represented on the dendrograms by the splitting of one horizontal line. The
horizontal position of the split, shown by the short vertical bar, gives the distance
(dissimilarity) between the two clusters. The dissimilarities between each of the tested TES

can also be observed by looking at the horizontal distance between clusters.
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Figure 2.6 : TDP-43 delocalisation in ALS-derived TES quantified by ELISA

For each sample, the amount of TDP-43 was normalised over the total protein content of
the fraction and the ratio of the nuclear fraction over the cytoplasm fraction was calculated.
A smaller nuclear to cytoplasm ratio indicates TDP-43 delocalization from the nucleus to
the cytoplasm, a well-known pathological signature of ALS. Data is reported as
mean + SEM. Statistically significant smaller nuclear to cytoplasm ratio can be observed in
ALS-derived TES as expected (one tailed Mann-Whitney, p = 0,0333).

To confirm TDP-43 delocalization and the cytoplasmic accumulation of TDP-43, previously
shown to acquire anti-parallel B-sheets structure (19, 42) in its aggregated cytoplasmic
form, TDP-43 protein fractionation was performed. ELISA against TDP-43 nuclear and
cytoplasmic fractions revealed smaller nuclear to cytoplasm ratio in ALS-TES than in

CTRL-TES (Figure 2.6).

2.6 Discussion

ALS is a neurodegenerative disease characterized by the accumulation of ubiquitinated
and misfolded protein conformations within the cytoplasm of motor neurons. Although
these pathological aggregates can be easily observed in post-mortem brain and spinal
tissues, their detection outside the CNS in living patients is more challenging. FTIR
microspectroscopy has had an increasingly important role in the field of pathology and in
the diagnosis of disease states. However, little has been published so far about the use of

FTIR spectroscopy in ALS. Diagnostic tests are still insufficient in ALS, as no reliable
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disease markers have yet been identified. In the present paper, we used the FTIR
technique to differentiate between ALS-derived tissue-engineered skins from non-ALS

samples previously shown to exhibit TDP-43 cytoplasmic accumulation.

FTIR spectral Amide | (~1650 cm™) and Amide Il (~1540 cm™) regions have been shown
to be highly sensitive to protein secondary structure, making it a valuable technique for
studying protein aggregation (24, 28). The frequencies surrounding these spectral regions
are particularly sensitive to secondary structure based on different hydrogen-bonding

environments for a-helix, B-sheet, turn, and other unordered conformations.

Second derivatives of averaged FTIR spectra showed slight differences in the intensity
and peak shapes in ALS-TES when compared to control-derived TES (Tableau 2.2).
Principal component and hierarchical analyses were employed for this study to highlight
the variability existing in the spectral data set recording during the different experiments.
Interestingly, our analyses revealed that discrimination between ALS and non-ALS control
samples was readily apparent in spectral regions containing the Amide Il band, as well as
for spectral windows in the ranges lipids and matrix proteins. The detected difference
surrounding the Amide Il spectral region could presumably be attributed to the increased
accumulation of aggregated TDP-43 anti-parallel B-sheet structures as previously shown
(19, 42). It could also be potentially attributed to the overall accumulation of well-known
ALS-associated misfolded proteins such as SOD1 (43). The differences seen at the higher
region could occur because of disruption of phospholipid cell membranes caused by free
radicals and/or oxidative stress, implicated in the pathogenesis of ALS (44). It could also
be attributed to collagen and other extracellular matrix proteins known to be selectively
disorganized in ALS-derived TES (17), as well as attributed to cholesterol (45) found in
higher ratio in the cerebrospinal fluids of some ALS patients (46). Some peaks were also
found to be from phospholipids, sphingolipids and fatty acids that can be cues to neuronal
degeneration in the brain (47) and could possibly be visible in skin. There were also peaks
that were attributed to carbohydrates such as glycogen, and mucin, two constituent of the
epidermis (27, 39, 40).

Overall, our results show that FTIR spectroscopy may be a promising tool to provide non-

invasive ALS diagnosis. It may serve as a fast, low cost and sensitive discriminatory

method or as a prognostic test. Further studies with a larger data set are needed to

confirm our results and further refine the algorithm for biomonitoring of ALS through skin
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testing with FTIR. The results of the present study indicate the accuracy and the potential
applicability of the infrared spectroscopic method for the detection of ALS in patient-
derived TES and potentially directly in native skin biopsies. The findings described in this
work could constitute a major advance in ALS diagnosis and biomarker discoveries, as no

in vivo diagnostic tool nor specific disease biomarkers is currently available for ALS.
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Chapitre 3 : Discussion

La SLA est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par I'accumulation de
protéines ubiquitinées et mal repliées dans le cytoplasme des neurones moteurs. Bien que
ces agrégats pathologiques soient facilement observables dans les tissus post-mortem du
cerveau et de la moelle épiniére, leur détection a I'extérieur du systéme nerveux central
chez les patients en vie représente un plus grand défi. La spectroscopie infrarouge a
démontré un gain d'importance dans le domaine de la pathologie et du diagnostic de I'état
d’une maladie. Cependant, peu de données ont été publiées dans la littérature concernant
la spectroscopie infrarouge et la SLA. Les tests diagnostiques sont encore insuffisants
pour la SLA, car aucun marqueur fiable de la maladie n’a été identifié¢ a ’heure actuelle.
Dans ce projet de recherche, la spectroscopie infrarouge a été utilisée pour différencier
des tissus reconstruits dérivés de patients SLA et d’individus sains qui ont déja montré par

le passé une accumulation cytoplasmique de TDP-43.%’

Les régions spectrales Amide | (~1650 cm™) et Amide Il (~1540 cm™) sont connues pour
étre sensibles aux changements dans la structure secondaire des protéines, ce qui rend la
technique de spectroscopie infrarouge intéressante pour étudier l'agrégation de
protéines.'®?"* Les nombres d’ondes aux alentours de ces régions sont particuliérement
sensibles a la structure secondaire des protéines de par les environnements différents
associés aux liaisons hydrogéne des hélices a, des feuillets B, des coudes et des

structures désordonnées.

Les dérivées secondes des spectres infrarouges moyens montrent de 1égéres différences
dans lintensité et la forme des pics sur les spectres des peaux reconstruites SLA quand
ils sont comparés a ceux des contréles (pour un résumé des observations, voir tableau
2.2). Les PCA ont été utilisés dans ce projet pour mettre en évidence la variabilité
présente entre les spectres des échantillons qui ont été analysés. Il est intéressant de
noter que les analyses ont permis de discriminer les tissus SLA et contréles sur la plage
de nombres d'ondes correspondant a la bande Amide Il, ainsi que sur la plage
correspondant aux lipides et a des protéines de la matrice extracellulaire. Les différences
détectées au niveau de la bande Amide Il peuvent sans doute étre attribuées a une
augmentation de la quantité d’agrégats de TDP-43 sous forme de feuillets antiparalléles
B.2"*?1* Ces changements pourraient aussi étre attribués a I'accumulation globale de
plusieurs protéines qui sont connues pour former des agrégats dans la SLA, comme
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SOD1.* Les différences observées aux nombres d’ondes plus élevés pourraient provenir
de perturbations au niveau des phospholipides des membranes cellulaires causées par
I'accumulation de radicaux libres ainsi que le stress oxydatif impliqué dans la pathogenése
de la maladie.”®?'>?#'® Ces changements pourraient aussi étre attribués au collagéne et a
d’autres protéines de la matrice extracellulaire qui sont connues pour étre sélectivement
désorganisées dans les peaux reconstruites SLA®', ainsi que le cholestérol*’’ qui est
retrouvé dans des proportions élevées dans le liquide cérébrospinal de certains patients
SLA.?"® Certains pics ont été associés aux phospholipides, aux sphingolipides et aux
acides gras qui peuvent étre signes de dégénérescence neuronale du cerveau?'® et qui
pourraient possiblement étre visible dans la peau. D’autres pics ont aussi été attribués aux

glucides comme le glycogéne et les mucines, deux constituants de I'épiderme. '>*?20:2"

En résumé, les résultats obtenus ont permis de montrer que la spectroscopie infrarouge
pourrait étre un outil prometteur pour I'étude non invasive de la SLA. Elle peut servir de
technique rapide, peu couteuse, et sensible, comme méthode de discrimination ou de test
pronostic. Les découvertes présentées pourraient constituer une avancée majeure dans le
diagnostic de la SLA et la découverte de biomarqueurs, car il n'existe actuellement aucun

outil diagnostic in vivo ni de biomarqueurs spécifiques pour cette maladie.
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Chapitre 4 : Conclusions et perspectives

La spectroscopie infrarouge a donc été utilisée sur les peaux reconstruites en laboratoire
afin de caractériser davantage le modéle tissulaire et de tenter de différencier des tissus
contrbles de tissus malades. Pour ce faire, des peaux reconstruites ont été produites selon
la technique d’auto assemblage développée au LOEX et adaptée aux cellules de patients
SLA. Les échantillons produits ont par la suite été sondés avec un appareil de
spectroscopie infrarouge afin d’obtenir leurs spectres infrarouges. Ceux-ci ont par la suite
été comparés entre eux afin d’observer les similitudes et les différences présentes entre
les contrbles et les patients SLA. De plus, un ELISA sur la protéine TDP-43, une protéine
qui est bien connue pour étre délocalisée du noyau au cytoplasme et former des agrégats,
a été effectué.??” Cette derniére analyse visait & confirmer le phénotype SLA des peaux

reconstruites malades.

Les résultats ont montré que certains nombres d’ondes en lien avec des composants de la
matrice extracellulaire varient entre les échantillons. C’est le cas notamment du collagéne
qui est une protéine trés présente dans la matrice extracellulaire. Par ailleurs, différents
nombres d’ondes ont été associés a des changements de la composition en structures
secondaires des protéines. De plus, des difféerences au niveau des lipides ont été
observées sur les spectres. Il s’agit d’'une direction de recherche qui n’avait pas encore été
etudiée sur les peaux reconstruites SLA. Il s’agit donc d’une découverte intéressante qui
pourrait faire 'objet de futures études. L’ELISA sur TDP-43 a, quant a lui, montré une
proportion légérement plus faible de la protéine dans le noyau par rapport au cytoplasme
pour les échantillons SLA comparativement aux contrdles sains, ce qui confirme le

phénotype SLA.

Des analyses infrarouges supplémentaires pourraient étre faites pour caractériser
uniqguement le derme et uniquement I'épiderme afin de mieux différencier les deux
couches et ainsi déterminer quelles sont les biomolécules qui différent. En effet, puisque
I'épiderme et le derme ne sont pas constitués des mémes cellules, ils peuvent présenter
des patrons d’absorptions différents et pourraient permettre de découvrir certaines
biomolécules intéressantes. |l pourrait également étre intéressant de localiser des foyers
d'agrégation de TDP-43 grace a des immunomarquages et ensuite les analyser par

spectroscopie infrarouge afin de caractériser ces régions davantage.
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Dans un second temps, des études supplémentaires avec un nombre plus élevé de
données provenant d’un plus grand nombre de patients seraient a envisager pour
confirmer les résultats obtenus et raffiner 'algorithme pour le suivi de la SLA dans la peau
par FTIR. Par la suite, il serait intéressant d’ajouter des individus asymptomatiques afin de
faire un test de dépistage, en plus de faire des analyses FTIR sur des patients a différents
stades de sévérité de la maladie en utilisant des peaux reconstruites dérivées de patients
SLAf.

Certaines difficultés ont été rencontrées lors des expérimentations. Tout d’abord, la
production des équivalents cutanés demande beaucoup de soins pour parvenir a obtenir
de belles peaux pour les analyses. Quelques variations de la technique usuelle ont été
testées afin de trouver les conditions gagnantes pour les cellules en notre possession. De
plus, quelques composés d’enrobages ont été essayés pour trouver celui qui donnait les
résultats optimaux lors de I'acquisition des spectres infrarouges. L’OCT est celui qui a été
choisi pour des raisons d’accessibilité, de facilité de coupe, ainsi que pour son absence de

bandes interférant avec la bande Amide I.

Pour caractériser davantage le modéle, il serait également intéressant d'utiliser d’autres
techniques et ainsi obtenir des informations complémentaires. Par exemple, la
spectroscopie Raman pourrait étre utilisée.'®%*2??* Celle-ci permet d’obtenir le méme type
d’'informations que les spectres infrarouges. Cependant, elle differe de par la fagon dont
les liaisons dans les molécules sont excitées. Par ailleurs, elle offre des informations
complémentaires, car les vibrations qui ne sont pas actives en infrarouge le sont en
Raman, et a l'inverse, celles qui ne le sont pas en Raman le sont en infrarouge.™® Les
deux techniques sont donc complémentaires pour tirer le maximum d’information du point

de vue spectroscopique.

Une autre technique intéressante serait le marquage isotopique. Cette technique permet
de remplacer des acides aminés par d’autres contenant des isotopes qui peuvent par la
suite provoquer des déplacements dans les nombres d’ondes des spectres infrarouges.'*
Cela confirmerait certaines assignations de nombres d’ondes qui ont été faites concernant
la chaine latérale de certains acides aminés. Elle peut ainsi mettre en évidence des

vibrations d’acides aminés qui étaient masquées par d’autres pics sur les spectres.
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Une troisiétme technique pertinente est la spectrométrie de masse de type MALDI qui
offrirait encore plus d’information sur les équivalents cutanés. En effet, cette technique de
spectrométrie de masse permet de cibler des zones de I'échantillon et de faire des
analyses en spectrométrie de masse & certains endroits bien précis des échantillons.??®
Cela permettrait par exemple de mieux caractériser les différentes couches de cellules,
soit le derme et I'épiderme, en plus de possiblement localiser des zones ou il y aurait

présence d’agrégats de protéines.

Bien que la spectroscopie infrarouge soit une technique simple a mettre en place et qui
fournit rapidement des résultats, elle ne permet pas de déterminer avec précision une
molécule en particulier qui peut étre impliquée dans une pathologie. Ces techniques
complémentaires auraient pour objectifs de confirmer les résultats infrarouges en plus
d’ajouter un niveau de précision supplémentaire. Certaines de ces techniques sont par
ailleurs assez faciles a mettre en place si les appareils requis sont disponibles. La
spectroscopie infrarouge est donc un premier volet d’analyse qui permet d’obtenir
plusieurs pistes d’information relativement facilement afin de procéder a des analyses

subséquentes plus poussées a l'aide d’autres techniques d’analyse.

Une fois ces différentes caractérisations effectuées, il serait intéressant de pousser les
analyses vers des biopsies cutanées natives. En effet, le modéle de peaux présente de
nombreux avantages, dont celui d’étre une source de matériel biologique renouvelable
pour effectuer différentes analyses de nature exploratoire. Cependant, il ne s’agit pas
d’'une peau compléte, puisqu’elles ne sont constituées que de fibroblastes et de
kératinocytes. Une biopsie cutanée offrirait I'opportunité d’élargir la caractérisation a
'ensemble du tissu natif et ainsi permettre d’observer certains éléments qui sont absents

des peaux reconstruites et qui pourraient avoir un réle important dans la maladie.

L’objectif a long terme serait de développer une sonde infrarouge qui pourrait étre utilisée
directement sur la peau d’'un patient sans avoir recours a la prise d’'une biopsie. Ceci
rendrait la technique non invasive et sans douleur pour le patient. Elle pourrait étre testée
conjointement au diagnostic posé par le neurologue afin de le valider, et éventuellement

permettre le diagnostic plus précoce de la maladie.

L’approche utilisée ici a donc permis de caractériser davantage le modéle qui a été

développé, mais de nombreuses caractérisations restent a faire afin de pousser I'analyse
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plus loin. Par ailleurs, la transition vers le tissu natif reste nécessaire afin d’avoir une vue

d’ensemble de la peau et des modifications que la SLA peut avoir sur celle-ci.
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