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I. INTRODUCTION

I. INTRODUCTION

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) a été décrite pour la premiere fois en 1869. Bien
qu’elle soit définie par la combinaison d’atteintes des neurones moteurs corticaux (cellules
pyramidales) et spinaux (motoneurones), des formes partielles restreintes aux neurones moteurs
corticaux (paralysie pseudobulbaire et sclérose latérale primaire) ou spinaux (paralysie bulbaire
progressive et atrophie musculaire progressive) sont également observées. Ces pathologies sont
actuellement considérées comme des variantes d’une seule entité clinique, définie en 1962 par le

terme de Maladie des Neurones Moteurs (MND, « Motor Neuron Diseases »)

Depuis les premiers cas cliniques étudiés au Xix® siecle et malgré I"évolution des outils de
recherche (autopsie, imagerie, électrophysiologie, génétique, immunohistologie) et des modeles
d’étude (in vivo, in vitro, in silico), I"étiologie de la maladie reste a ce jour encore inconnue.
Néanmoins, certains mécanismes physiopathologiques ont été identifiés au niveau des cellules
neuronales mais également non-neuronales (glie , myofibrille

) impliquant des mutations génétiques menant a la production de protéines toxiques

, le stress cellulaire (oxydant

, mitochondrial , du réticulum endoplasmique
), le transport axonal et les fonctions

cellulaires (protéasiques , autophagiques
, apoptotiques , neuro-inflammatoires ). La SLA
apparait ainsi comme une maladie multifactorielle , initialement considérée comme
restreinte a |'atteinte des voies motrices a travers une neuronopathie
(atteinte du soma) puis une neuropathie (atteinte de |’axone et de la jonction
neuromusculaire) ; elle tend aujourd’hui a étre considérée comme une
atteinte multisystémique impliquant notamment |’altération des voies sensitives et

des interneurones

Les symptomes de la maladie sont la conséquence de la dégénérescence des neurones
moteurs a travers des mécanismes excitotoxiques résultant de |"hyperexcitabilité
des neurones suite a leur hyperexcitation
Des études chez des patients et des modeles animaux de la maladie ont ainsi rapporté des preuves de
I'atteinte paralléle des afférences sensitives d’un point de vue anatomique

et fonctionnel
bien que leur implication dans l|’altération
fonctionnelle des neurones moteurs n’ait jamais été étudiée. Au cours de ma thése, nous avons dans
un premier temps caractérisé a I’étage spinal et cortical les atteintes anatomo-fonctionnelles des voies
sensitives issues de musculature distale cliniquement atteinte, en couplant pour la premiére fois

Iimagerie tenseur de diffusion spinale et I’électrophysiologie indirecte sur I’Homme. Dans un second
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temps, nous avons caractérisé [’effet induit par ces afférences périphériques sur l’excitabilité des

motoneurones suppléant des musculatures proximales cliniquement non-affectées.

Il a également été rapporté des preuves de |'atteinte des interneurones d’un point de vue
anatomique et fonctionnel

dans des modeles animaux de la maladie et chez

des patients, mais les données restent tres limitées. Il a par ailleurs été proposé que l'atteinte des
interneurones serait un événement précoce conduisant a |"altération des motoneurones

Au cours de ma thése, nous avons caractérisé [’altération fonctionnelle de divers

interneurones spinaux excitateurs et inhibiteurs afin d’envisager leur implication dans le processus

pathogénique des motoneurones suppléant des musculatures proximales cliniquement non-affectées.

En s’intéressant aux roles des afférences somatosensorielles dans la pathogenese de la SLA,
mon projet de these a permis d’apporter de nouveaux éléments relatifs aux mécanismes de
propagation de la maladie. En effet, les afférences sensitives issues des premiers muscles atteints
semblent modifier I'excitabilité des neurones moteurs au travers d’un dysfonctionnement précoce des
interneurones. Il pourra ainsi étre envisagé de nouvelles pistes thérapeutiques visant a enrayer les
processus neuro-dégénératifs, non pas directement sur les neurones moteurs, mais sur les

interneurones.

Dans cette these, je vais présenter successivement |’état des connaissances concernant la SLA
ainsi que quelques rappels neurophysiologiques, les matériels et méthodes utilisés ainsi que leurs
principes généraux et les résultats obtenus. Pour finir, je discuterai et repositionnerai ces derniers dans
le contexte général de la recherche sur la SLA, avant de conclure a travers quelques interrogations et

perspectives.
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Il. ETAT DES CONNAISSANCES

Plus connue sous le nom de « maladie de Charcot », du nom du neurologue francais Jean-
Martin CHARCOT (1825-1893) qui I'a pour la premiere fois décrite en 1869, la sclérose latérale
amyotrophique est une maladie neurodégénérative évolutive menant a la dégradation (sclérose) des
voies motrices spinales (cordons latéraux) et a I’atrophie musculaire (amyotrophie) consécutive a
I'atteinte des neurones moteurs. D’un point de vue phénotypique, elle se traduit par des faiblesses
musculaires, puis des paralysies, menant progressivement et le plus souvent au déces par insuffisance
respiratoire. La SLA constitue la troisieme maladie neurodégénérative de |'adulte la plus fréquente

apres les maladies d’Alzheimer et de Parkinson

2-1. EPIDEMIOLOGIE

Au niveau mondial (regroupant essentiellement I'Europe et les USA), I'incidence’ de la SLA
est évaluée autour de 2/100 000
avec une prévalence? de 4-5/100 000
. La SLA existe sous 2 formes : sporadique (SLAs) représentant 90% des cas et héréditaire

(ou familiale, SLAf) représentant 10% des cas

. Il a été estimé qu’environ 60% des patients SLAf et 20% des patients SLAs présentent une
mutation génétique identifiée . En effet, plus de 20
genes sont impliqués dans la maladie dont les 4 principaux sont SOD1, C9orf72, FUS et TARDBP

impliqués dans la surexpression ectopique de protéines mal-configurées
. Néanmoins, quelques différences subsistent entre les 2 formes. D’une part, I'dge
d’apparition des premiers symptomes est compris entre 60 et 85 ans pour la SLAs
, alors qu’elle se manifeste plus tot (47-52
ans) pour la SLAf . D’autre part, il y a plus d’"hommes que de femmes atteints’ de
la SLAs, avec un ratio homme/femme compris entre 1,3 et 1,5
alors que ce ratio est identique pour la SLAf

. L'espérance de vie est en moyenne de 3-5 ans apres le début des premiers symptomes

2-2, SEMIOLOGIE

En raison de I’hétérogénéité phénotypique de la maladie et de I"absence de biomarqueur

spécifique, le diagnostic de la SLA est souvent difficile et retardé ; la médiane du délai entre

' Représente le nombre de nouveaux cas par an sur 100 000 personnes.
2 Représente le nombre de personnes atteintes par an sur 100 000 personnes.

3 Latteinte préférentielle des hommes serait liée a la présence d’androgenes car la densité de leurs récepteurs a été rapportée augmentée sur les neurones

moteurs affectés

17



Il. ETAT DES CONNAISSANCES

I’apparition des premiers symptomes et le diagnostic est d’environ 9-13 mois
. Le site de début de la maladie est variable, sachant que |’évolution est caractérisée par une

extension progressive des déficits moteurs conduisant a une atteinte motrice diffuse

2-2-1. FORMES DE DEBUT SPINAL

Elles représentent 70% des cas

et sont responsables de deux types de syndromes selon |’étage affecté.

SYNDROMES DES NEURONES MOTEURS SUPERIEURS
lls résultent de l'atteinte des cellules pyramidales de I’aire motrice primaire et sont
caractérisés par |'apparition d’une spasticité*, de réflexes ostéo-tendineux vifs et diffusés, ainsi que

des signes de Babinski®> et de Hoffmann®

SYNDROMES DES NEURONES MOTEURS INFERIEURS
lls résultent de I"atteinte des motoneurones et sont caractérisés par |’apparition de faiblesses
musculaires, de crampes, de fasciculations et d’atrophies musculaires
. Les déficits moteurs se manifestent progressivement et de
maniere asymétrique, pouvant affecter initialement le membre supérieur (40%), le membre inférieur
(20%) ou les deux niveaux (10%) . Par ailleurs, quel que
soit le membre initialement affecté, I'atteinte est souvent distale et progresse ensuite selon un gradient

disto-proximal

2-2-2. FORMES DE DEBUT BULBAIRES ET PSEUDO-BULBAIRES

Elles représentent 25% des cas et sont plus fréquentes chez les femmes. Ces formes sont
associées a l’atteinte des neurones moteurs du tronc cérébral (bulbe rachidien, nerfs craniens

inferieurs)

SYNDROMES BULBAIRES
lls se traduisent par une dysarthrieZ’, une hyper-salivation, ainsi que des troubles de la

déglutition liés a I'atteinte des muscles masticateurs, de la langue, du pharynx et du larynx

4 Augmentation du tonus musculaire menant a des réponses musculaires exagérées

5 Réflexe pathologique caractérisé par I’extension du gros orteil lors d’une stimulation tactile de la voite plantaire.

6 Réflexe pathologique caractérisé par une flexion breve des doigts lors du relaichement brusque de la derniére phalange de I'index placée au préalable en
flexion forcée.

7 Troubles de la parole.
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SYNDROMES PSEUDO-BULBAIRES
lls se présentent sous la forme d’une hypersensibilité émotionnelle caractérisée par des rires et

pleurs sporadiques

2-2-3. FORMES DE DEBUT AXIALES/RESPIRATOIRES

C’est une forme plus rare qui représente 5% des cas, affectant les muscles du tronc, du cou,
ainsi que les muscles respiratoires . Par
ailleurs, quelle que soit la forme initiale de la maladie, les troubles respiratoires apparaissent au cours

de I’évolution a des stades plus ou moins tardifs de la maladie

2-3. NEUROPATHOLOGIE & RAPPELS NEUROPHYSIOLOGIQUES

Les études de cas cliniques et le développement progressif de modeles animaux transgéniques
de la maladie ont permis d’approfondir nos connaissances mais également de faire évoluer le statut

de la maladie.

2-3-1. VOIES MOTRICES

Comme nous avons pu le constater précédemment, la SLA est une maladie dont les
symptomes cliniques résultent de I'atteinte des voies motrices. Celles-ci s’organisent autour des
cellules pyramidales du cortex moteur et des motoneurones de la corne ventrale de la moelle

épiniére et du tronc cérébral.

CELLULES PYRAMIDALES & CORTEX MOTEUR
Les cellules pyramidales sont des neurones excitateurs (neurotransmetteur glutamate et/ou
aspartate) localisées dans les couches Il a VI du cortex cérébral. Elles s’orientent radialement a la
surface du cortex et regoivent leurs afférences d’autres cellules pyramidales ainsi que des noyaux
sous-corticaux
. Le cortex moteur (localisé sur le lobe frontal) est quant a lui composé
de plusieurs aires impliquées dans la planification/préparation du mouvement a travers les aires
motrice supplémentaire (aire 6 de Brodmann)
, prémotrice (aire 44 de Brodmann)
et le cortex cingulaire (aire 24 de Brodmann)
. Quant aux projections de la commande motrice a |'étage
spinal, elles s’effectuent a partir de I’aire motrice primaire (M1) composée de |’aire 4 de Brodmann
. Le cortex moteur participe également aux
intégrations sensorimotrices avec le cortex pariétal (cortex somesthésique) a travers |'aire associative

préfrontale, jouant un réle dans la cognition, la planification et Iattention
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Il a été rapporté lors d'études post-mortem et d’imagerie in vivo chez des patients, une
atrophie du cortex moteur affectant I'aire M1
et associée a la perte des cellules pyramidales
, mais également une atrophie
des aires motrice supplémentaire, prémotrice et du cortex cingulaire
Une

atrophie du thalamus et des ganglions de la base a également été observée

TRACTUS CORTICOSPINAL

Les cellules pyramidales de la couche V de I'aire M1 projettent un éventail de fibres sous-
corticales constituant la corona radiata qui se regroupe ensuite pour former la capsule interne et
donner naissance au tractus corticospinal. Les cellules pyramidales de la couche Il de I'aire M1
projettent, quant a elles, sur les aires corticales de I'autre hémisphere cérébral a travers le corps
calleux constitué selon I'axe antéro-postérieur du genou (interconnectant les cortex frontaux), du
tronc (interconnectant les cortex frontaux, pariétaux et temporaux) et du splénium (interconnectant

les cortex temporaux, pariétaux et occipitaux)

Il a été rapporté lors d'études post-mortem et d’imagerie in vivo chez des patients, une
atrophie résultant de la dégénérescence et de la démyélinisation des fibres au niveau de la capsule
interne et de la corona radiata

, des colonnes latérales du tractus
corticospinal
, du corps calleux a travers une atteinte plus importante du tronc et du
splénium que du genou
et
des fibres de la matiere blanche interconnectant ou transitant a travers diverses régions corticales et

des noyaux sous-corticaux

MOTONEURONES

Les motoneurones sont organisés en 3 grandes familles : -y (petit diametre) innervant les fibres
musculaires intra-fusales des fuseaux neuromusculaires et controlant ainsi leur sensibilité a
I’étirement musculaire ; - (grand diameétre) innervant les fibres musculaires extra-fusales et
participant aux contractions musculaires ; -B (diamétre intermédiaire aux précédents) innervant a la

fois les fibres musculaires intra- et extra-fusales en assistant la fonction des motoneurones précédents

La contraction musculaire des muscles striés squelettiques est ainsi sous le controle des

motoneurones-& de la corne ventrale de la moelle épiniére et des neurones moteurs du tronc

20



Il. ETAT DES CONNAISSANCES

cérébral. Les motoneurones innervant un muscle donné s’organisent en noyaux moteurs selon un
gradient médio-latéral, suppléant les musculatures proximo-distales. Les motoneurones forment des
unités motrices avec les fibres musculaires qu’ils innervent (synapse cholinergique) et dont on
distingue 3 types : lentes (S, « slow ») constituées de petits motoneurones-& innervant les fibres
musculaires de type | a contraction lente et développant une force relativement faible mais résistantes
a la fatigue, rapides et fatigables (FF, « fast-fatigable ») constituées de gros motoneurones-& innervant
les fibres musculaires de type llb et développant une grande force mais fatigables, et rapides et
résistantes a la fatigue (FR, « fast-resistant ») présentant des propriétés intermédiaires aux précédents
et innervant les fibres musculaires de type lla

. Lors d’une contraction volontaire, la
régulation de la force musculaire est obtenue par I'augmentation ou la diminution du recrutement des
unités motrices et de leur fréquence de décharge. Le recrutement différentiel des unités motrices obéit
au principe de la taille établie par Elwood HENNEMAN qui est fonction de la résistance membranaire
ou de la conductance d’entrée8. Ainsi, lors d’une contraction de force croissante, les unités motrices

seront recrutées des plus petites aux plus grandes, soit les S puis les FR et finalement FF

Bien qu’environ 50-80% des motoneurones-& sont perdus avant que les premieres faiblesses
et pertes musculaires ne se manifestent , il a été constaté que les unités
motrices ne sont pas équitablement affectées par les processus pathologiques. En effet, le modele
murin pré-symptomatique de la maladie a rapporté la dégénérescence préférentielle des unités
motrices de type FF suivie des types FR et la relative conservation des types S . Une
dégénérescence différentielle similaire a également été rapportée chez les patients

au niveau spinal

et cortical . De plus, il a été constaté une
modification du phénotype des unités motrices de type FF en FR avant la dégénérescence des
motoneurones composant les unités motrices de type FF

, reflétant probablement un mécanisme visant a maintenir le nombre d’unités

motrices fonctionnelles a travers un changement de taille mais aussi de fonction.

Il est établi qu’au-dela de 60 ans, la perte des unités motrices est un mécanisme
physiologique associé au vieillissement, conduisant a la dénervation des fibres musculaires. Il existe
des mécanismes de ré-innervation compensatrice permettant de maintenir les propriétés
fonctionnelles du muscle® a travers un sprouting collatéral originaire des axones d’unités motrices
conservées. Cette compensation reste effective tant que le nombre d’unités motrices n’est pas

inférieur a 10-20% de Ieffectif initial . Il a ainsi été observé dans le modele murin pré-

8 La conductance d’entrée est I'inverse de la résistance membranaire et dépend du nombre de canaux ioniques par unité de surface. Ainsi, plus le soma est

petit, plus la conductance d’entrée est petite, plus la résistance membranaire est grande et plus le neurone est facilement excitable.

9 ’hypertrophie des fibres musculaires des unités motrices survivantes pourrait aussi compenser la dénervation, mais des études effectuées sur des muscles de

souris partiellement dénervés montrent une récupération fonctionnelle presque compléte sans augmentation du diameétre des fibres musculaires
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symptomatique de la maladie, que certaines unités motrices de type FR sont capables d'une ré-
innervation partielle mais instable, menant a une seconde dénervation au début de la phase
symptomatique. En revanche, les unités motrices de type S sont relativement résistantes aux
phénomenes de dénervation a travers un sprouting et une ré-innervation du muscle, et elles sont
seulement partiellement déconnectées de leurs cibles musculaires au stade final de la maladie
. Ainsi, il a été suggéré que les capacités de ré-innervation sont réduites et déclinent avec la
progression de la maladie. Par conséquent, les faiblesses et pertes musculaires apparaissent des lors
que le processus de sprouting devient insuffisant pour ré-innerver toutes les fibres musculaires
. Ce mécanisme de ré-innervation est en outre associé au
stade précoce de la maladie, a un élargissement des unités motrices survivantes menant a la
production de grands potentiels d’unité motrice et a une augmentation de la force de contraction'®
afin de compenser la perte des motoneurones. Mais a des stades
plus avancés, le déclin de la force produite par les unités motrices survivantes semble contribuer aux
faiblesses musculaires progressives, en complément de la dégénérescence corticospinale et de la
réduction du nombre de motoneurones .1l a ainsi été suggéré que les
fasciculations observées chez les patients refleteraient des tentatives de ré-innervation avortées
. D’un autre coté, il est établi que les fibres musculaires ré-innervées
par les nouvelles collatérales issues du sprouting sont converties dans le sous-type associé aux
motoneurones ré-innervant . Par conséquent, du fait de la relative conservation des
unités motrices de type S au cours de la maladie, il est probable que les patients présentent plus de

fibres musculaires de type I.

En complément de I'atteinte des motoneurones-&, certains auteurs ont rapporté lors d’études
post-mortem, la conservation des motoneurones-y

également retrouvée chez la souris mutante

, alors que d’autres ont rapporté leur atteinte en
particulier lors d’une atrophie musculaire marquée . Quant aux motoneurones-f,
ils ont été trouvés atteints chez les patients . Il a également été rapporté |'atteinte des

fonctions motrices faciales et bucco-linguales a travers la dégénérescence des noyaux moteurs
hypoglosses (XII), trijumeaux (V), faciaux (VII), glossopharyngiens (IX) et vagues (X)
, ainsi que de la formation réticulaire du tronc cérébral. Bien que

la SLA soit caractérisée par la dégénérescence des neurones moteurs, des études post-mortem

ont montré que certains
sont épargnés méme au stade tardif de la maladie. En effet, les fonctions : oculomotrices (sous
controle des noyaux craniens oculomoteurs (lll), trochléaires (IV) et abducens (VI)), sphinctériennes
(sous contréle des noyaux Onuf du segment médullaire sacral), et sexuelles (sous contréle du systeme

nerveux végétatif) ne sont pas/peu atteints au cours de la maladie.

10 Les gros motoneurones dégénérant préférentiellement dans la SLA, ils ne peuvent donc pas étre responsables de I’augmentation compensatrice de la force
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2-3-2. VOIES SENSITIVES

Bien que la présence d’atteintes sensitives ait longtemps été considérée comme excluant la

SLA du diagnostic ou comme une conséquence des atteintes motrices
, de nombreuses preuves appuient
une atteinte sensitive précoce dans la maladie. En effet, il a été rapporté que celle-ci apparait tot dans

la maladie et en parallele'" des atteintes motrices

mais elle progresse peu/pas
et s’exprime a un moindre degré que les

troubles moteurs

A. AFFERENCES SENSITIVES

Le systeme somesthésique regroupe les systemes sensitifs chargés de recueillir les modalités
cutanées, nociceptives, thermoceptives et proprioceptives. Celles-ci sont véhiculées a travers
différentes fibres sensitives : cutanées (AB) pour les modalités tactiles, Ad et C pour les modalités
thermoceptives et nociceptives, groupe | & Il pour les modalités proprioceptives et dont le role est de

moduler "activité des motoneurones-o

AFFERENCES DU GROUPE |
Les afférences du groupe | sont véhiculées par les fibres de type la et Ib. Les fibres la sont
issues des fuseaux neuromusculaires, localisés au sein du muscle strié squelettique et codant les
variations dynamiques de longueur de ce dernier. Ces afférences projettent directement (synapse
glutamatergique) sur les motoneurones homonymes'? mais également hétéronymes'. Ces derniers
concernent en particulier les muscles synergistes du membre supérieur dont les projections la
monosynaptiques sont distribuées selon un gradient disto-proximal c’est-a-dire depuis les
musculatures distales vers les muscles plus proximaux
. En revanche, au niveau du membre
inférieur, les projections la monosynaptiques ont été observées dans les deux sens (disto-proximal et
proximo-distal) . Par ailleurs, les
afférences la sont également capables d’exercer une inhibition sur les motoneurones, soit de fagon
post-synaptique a travers l'inhibition réciproque'* et Iinhibition Ib (interneurone glycinergique

), soit de facon pré-synaptique a travers l'inhibition pré-synaptique'® (interneurone

" Les modeles murins de la maladie ont montré que I'atteinte des motoneurones préceéde celle des neurones sensitifs et qu’au cours de I’évolution de la

maladie, la quantité de motoneurones affectés est toujours plus importante

12 Est dit des motoneurones innervant le muscle d’ol proviennent les afférences sensitives.

'3 Est dit des motoneurones innervant un muscle différent de celui d’otr proviennent les afférences sensitives.

4 Inhibition di-synaptique transmise par les afférences du groupe la issue d’un muscle agoniste a travers un interneurone la projetant sur les motoneurones de
muscle antagoniste

15 Inhibition oligo-synaptique transmise par les collatérales des afférences du groupe la a travers un interneurone de premier et de second ordre respectivement

excitateur et inhibiteur, dont ce dernier module la synapse la-motoneurones a travers une connexion axo-axonique
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de second ordre GABAergique ) . Les fibres Ib
sont quant a elles issues des organes tendineux de Golgi, localisés dans les tendons et codant les
variations de force de la contraction musculaire. Ces afférences exercent une inhibition di-synaptique
des motoneurones a travers l’activation d’interneurones Ib. Etant donné la similitude de leurs
propriétés (seuil d’activation, vitesse de conduction et projection) avec les fibres la, I'inhibition Ib
homonyme est difficile a étudier, alors que l'inhibition Ib hétéronyme peut I'étre, excepté entre

muscles antagonistes

AFFERENCES DU GROUPE 11

Les afférences du groupe Il sont issues d’une part des fuseaux neuromusculaires codant la
longueur statique du muscle, et d’autre part des récepteurs articulaires codant I’angle articulaire entre
les membres. Ces afférences projettent sur les motoneurones a travers I’activation d’interneurones. Les
projections homonymes ont seulement été étudiées dans les muscles du membre inférieur, alors que
les projections hétéronymes s’étendent selon un gradient disto-proximal au membre inférieur mais

également supérieur (comparable aux afférences du groupe la)

AFFERENCES CUTANEES (AB)

Les afférences cutanées de type AR sont issues des mécanorécepteurs cutanés, codant la
sensibilité extéroceptive (tact épicritique et protopathique) et exercent leurs effets sur les

motoneurones au travers d’interneurones communs aux afférences du groupe | et I

CORTEX SOMESTHESIQUE
En complément de lintégration a I’étage spinal, les afférences somesthésiques projettent
également a |’étage cortical en empruntant les colonnes dorsales de la moelle épiniere, les noyaux de
la colonne dorsale du tronc cérébral et les noyaux latéraux du thalamus. Ce dernier projette
directement sur les cellules pyramidales de la couche IV du cortex somesthésique (localisé sur le lobe
pariétal) et en particulier sur |"aire somesthésique primaire (S1) composée des aires 1,
2, 3a et 3b de Brodmann ol
est établi que I'aire 3a recoit ces influx principalement des fuseaux neuromusculaires, 'aire 3b des
récepteurs cutanés et 'aire 1 des récepteurs cutanés et articulaires
. Ces aires sont impliquées dans la discrimination de
I'intensité et de la localisation de I'information sensitive
. L'aire 2 est quant a elle impliquée dans le traitement de |'information d’ordre supérieur en
discriminant la direction et |'orientation de stimulus cutané . Bien moins étudié
que l'aire S1, I'aire somesthésique secondaire (S2) est localisée en profondeur du sillon latéral (sur le
bord inférieur du cortex pariétal) et est composée des aires operculaires pariétales 1, 3 et 4
. Elle présente une organisation

somatotopique en miroir de S1 (le membre inférieur en profondeur, suivi de la main et de la face au
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bord supérieur du lobe temporal) mais moins détaillée

. Elle est impliquée dans des fonctions d’ordre supérieur comme la

discrimination des textures et des formes , ainsi que des fonctions cognitives
et limbiques
comme |’attention,
I"apprentissage, la mémorisation, la prise de décision et I'intégration d’informations nociceptives et
non-nociceptives. Le cortex somesthésique participe également aux intégrations sensorimotrices avec
le cortex frontal (cortex moteur) a travers |'aire associative pariétale (aires 5 et 7 de Brodmann), jouant
un role dans les comportements d’exploration a travers I"analyse du signal tactile et I’adaptation du

mouvement

Il a été rapporté chez les patients une atrophie du cortex pariétal (aire S1)

, des aires
operculaires (aire S2) , des noyaux latéraux
du thalamus et des projections thalamo-
corticales . Les anomalies des colonnes dorsales

lombaires sont d’ailleurs une caractéristique des patients SLAf liées a la mutation du géne SODT,

présentes dans 70% des cas contre 10% des cas de SLAs

. Il a ainsi été rapporté lors d’études post-mortem et d’imagerie in vivo, une atrophie des
colonnes dorsales lombaires et cervicales (a un
stade précoce de la maladie ) a travers une perte axonale et une
démyélinisation. De plus, des études histologiques du nerf sural (nerf cutané) ont rapporté la perte
aigué de fibres myélinisées, affectant toutes les fibres mais principalement celles de plus gros

diametre

Par analogie aux neurones moteurs, des phénoménes de démyélinisation/re-myélinisation sensitives
ont également été observées

afin de prévenir un déficit fonctionnel précoce . Il'a par ailleurs été
rapporté dans des modeles animaux de la maladie, une perte d’environ 50% des axones de la racine
dorsale au stade pré-symptomatique tardif bien que les lésions aient déja débuté au stade pré-
symptomatique précoce . Par conséquent, |’atteinte des voies

sensitives, en paralléle des atteintes motrices

, pourrait s’expliquer par le lien direct a la maladie et non comme une atteinte

secondaire aux atteintes motrices

Etant donné la similitude entre le gradient de progression disto-proximal des atteintes
cliniques, qui est fréquemment observé, et celui des projections hétéronymes des afférences la, et
compte tenu des preuves de l'atteinte des afférences périphériques dans la SLA, nous nous sommes
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Le systeme propriospinal cervical (C3-C4)

Les interneurones propriospinaux excitateurs (gris) dont le soma est
localisé dans les segments médullaires C3-C4, projettent sur les
motoneurones situés plus caudalement. lls recoivent d’'une part, une
excitation monosynaptique issue des afférences du groupe |
(majoritairement la) et d’autre part, une inhibition di-synaptique a travers
un interneurone inhibiteur (noir), cible des afférences du groupe |
(marginal, en pointillés) et cutanées. Par ailleurs, les projections
corticospinales potentialisent les effets évoqués par les afférences
périphériques sur ce systeme.
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muscle gpl ogrpll
(1a)

Le systéme propriospinal lombaire (L2-L3)

Les interneurones propriospinaux excitateurs (gris) dont le soma est
localisé dans les segments médullaires L2-L3, projettent sur des
motoneurones situés plus caudalement. lls recoivent d’'une part, une
excitation monosynaptique principalement des afférences du groupe I
ainsi que du groupe | (la) et d’autre part, une inhibition di-synaptique a
travers un interneurone inhibiteur (noir), cible des afférences du groupe I.
Bien que l'effet de ce dernier soit marginal (en pointillés), il peut étre
potentialisé par les projections corticospinales.
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Inhibition récurrente

L’axone des motoneurones peut émettre des collatérales et exercer une
inhibition récurrente di-synapique a travers les cellules de Renshaw
(gris). Cette inhibition peut étre facilitée par les afférences cutanées ou
inhibée a travers un interneurones inhibiteur par les afférences du
groupe Il et les projections corticospinales (a travers la formation
réticulée).

n
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Inhibition Ib

Les afférences du groupe | (majoritairement Ib) et du groupe Il exercent
une inhibition di-synaptique des motoneurones a travers les
interneurones Ib (gris). Cette effet peut étre potentialisé par les
projections corticospinales. Les afférences cutanées sont capables de
faciliter les interneurones Ib lors d’'une faible contraction, alors qu’elles
disfacilitent I'inhibition Ib au repos (en pointillés).

figure. 1 : Organisation des projections corticospinales et périphériques directes et indirectes aux motoneurones.
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interrogés sur l'implication de ces derniéres dans les processus pathogéniques menant a la

dégénérescence des motoneurones.

B. INTERNEURONES

Comme nous venons de le voir, les intégrations sensorimotrices sont étroitement associées a
I'implication des interneurones. Le cortex moteur qui projette majoritairement de maniére
monosynaptique sur les motoneurones peut également emprunter des voies di- ou poly-synaptiques a
travers |’activation d’interneurones communs aux afférences périphériques

. Le role des interneurones est de moduler Iactivité des motoneurones en régulant, mais

également en transmettant la commande motrice a ces derniers.

INTERNEURONES CORTICAUX

Les interneurones corticaux sont orientés axialement a la surface du cortex et projettent au
sein de la méme couche corticale ou sur des couches adjacentes proches s
recoivent leurs afférences du thalamus, des cellules pyramidales, ainsi que d’autres interneurones et
projettent sur des cellules pyramidales et des interneurones

. La majorité des

interneurones corticaux sont inhibiteurs (neurotransmetteur GABA ), certains
peuvent étre excitateurs (neurotransmetteur glutamate ou
GABA'® ), ou a la fois excitateur (neurotransmetteur peptidique) et inhibiteur

(neurotransmetteur GABA)

INTERNEURONES IB

Ce sont des interneurones inhibiteurs (neurotransmetteur glycine/GABA )
dont l'activité peut étre facilitée principalement par les afférences du groupe Ib, ainsi que des
afférences du groupe la et Il (Cf. figure 7). L'inhibition Ib peut également étre facilitée par des
projections corticospinales de faible intensité alors qu’a forte intensité, elles bloquent leur activité par
un mécanisme d’occlusion. Les afférences cutanées exercent quant a elles 2 effets sur les
interneurones Ib : une facilitation potentialisée sous contraction par les projections corticospinales ou
une inhibition au repos . Les
interneurones Ib ont pour réle d’inhiber les motoneurones, favorisant la coordination d’activité de
muscles agissant sur différentes articulations et participant ainsi au développement de synergie

musculaire

CELLULES DE RENSHAW
Ce sont des interneurones inhibiteurs (neurotransmetteur GABA/glycine
) activés directement par les collatérales émises par les axones des
motoneurones (2 la différence des autres interneurones qui sont activés par des afférences sensitives).

Les cellules de Renshaw exercent I'inhibition récurrente (Cf. figure 1) des motoneurones homonymes

16 ["activation du récepteur GABA mene a I'ouverture de canaux perméables aux anions chlorure. La dépolarisation résulte d’un potentiel de repos plus négatif
que le potentiel d’inversion des courants induits par le GABA, alors qu’elle est moins négative lors de I’hyperpolarisation. A noter que I'effet dépolarisant du

GABA ne concerne que les interneurones du cortex et de I'amygdale de cerveau adulte
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et hétéronymes, mais il n’existe pas d’inhibition récurrente sur les motoneurones des muscles
intrinséques de la main et du pied. Par ailleurs, ces interneurones recoivent d’une part des afférences
corticospinales a travers la formation réticulaire, disfacilitant I'inhibition récurrente homonyme et
hétéronyme et, d’autre part, des afférences cutanées et articulaires facilitant et disfacilitant

respectivement l’inhibition récurrente homonyme

. Les cellules de Renshaw sont impliquées dans I'inhibition des
motoneurones suppléant des muscles trans-articulaires et synergiques, régulant ainsi la commande

motrice avant leur transmission au muscle cible

SYSTEME PROPRIOSPINAL

A la différence des interneurones segmentaires qui projettent sur les motoneurones localisés
au méme segment médullaire, les neurones propriospinaux (Cf. figure 1) sont localisés dans des
segments médullaires plus rostraux par rapport aux motoneurones sur lesquels ils projettent. On
distingue d’une part le systeme propriospinal cervical C3-C4 qui projette sur les motoneurones des
muscles du membre supérieur. Les neurones propriospinaux excitateurs recoivent une excitation
monosynaptique originaire des afférences du groupe | (principalement la). Ces méme afférences, ainsi
que les afférences cutanées exercent une inhibition di-synaptique a travers un interneurone inhibiteur
(neurotransmetteur probablement glycine par analogie au chat ). Les
afférences corticospinales projettent également sur ce systeme et potentialisent I'effet induit par les

afférences périphériques

D’autre part, le systeme propriospinal lombaire L2-L3 projette sur les motoneurones des muscles du
membre inférieur. Les neurones propriospinaux excitateurs regoivent une excitation monosynaptique
originaire principalement des afférences du groupe I, ainsi que du groupe | (la). Une inhibition di-
synaptique peut étre évoquée par ces mémes afférences mais reste marginale et peut étre
potentialisée par les projections corticospinales

. Le systeme propriospinal
joue un role important de soutien des commandes motrices provenant des structures supérieures et
permet ainsi de transmettre et corriger la commande descendante en parallele de celle transmise

directement aux motoneurones

L'implication des interneurones dans la SLA a été étudiée de facon tres limitée. Il a ainsi été
rapporté chez les patients I"absence de modification de I'inhibition réciproque s’exercant au membre
inférieur , un défaut/réduction de l'inhibition pré-synaptique au membre
inférieur lié a l'atteinte des interneurones

ou a la réduction de leurs afférences cortico-rubro-spinales (facilitant normalement

I'inhibition pré-synaptique)

, une réduction de l'inhibition récurrente au membre supérieur et
inférieur probablement due a une
réduction du nombre de cellules de Renshaw . A noter que les conclusions
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de et sont erronées étant donné qu’ils
rapportent |’altération de I'inhibition récurrente de motoneurones n’en possédant pas (motoneurones
suppléant les muscles du pied et de la main, respectivement). A |’étage cortical, il a été rapporté une
perte des interneurones GABAergiques des couches V et VI de I'aire M1 lors d’une étude post-mortem

, ainsi que l'altération de I'inhibition inter-hémispherique transmise a travers le corps
calleux . En complément, certains signes cliniques de la
maladie confirment également I'implication des interneurones a travers une régulation aberrante de
I"activité des motoneurones. En effet, le signe de Babinski est une réponse poly-synaptique cutanéo-
motrice reflétant 'atteinte des voies inhibitrices cortico-réticulo-spinales ainsi qu’une désorganisation
des connexions des motoneurones-&, -y et des interneurones, menant a l’évocation de réflexes

aberrants

Etant donné leur étroite interaction avec la voie corticospinale, les afférences sensitives et les
motoneurones, et compte-tenu de leur possible implication dans la maladie, nous nous sommes
interrogés sur la participation des interneurones aux processus pathogéniques menant a la

dégénérescence des motoneurones.

C. VOIES EXTRAPYRAMIDALES

Les ganglions de la base et plusieurs noyaux du tronc cérébral constituent avec les voies
pyramidales, un réseau de circuit en boucle régulant le contréle moteur en amont de I’exécution du
mouvement, mais également diverses fonctions cognitives et limbiques

. En effet, la substance noire (neurotransmetteur dopamine), I'aire tegmentale ventrale
(neurotransmetteur dopamine), le locus coeruleus (neurotransmetteur noradrénaline) et les noyaux du
raphé (neurotransmetteur sérotonine) constituent des sources monoaminergiques dont le role est de
neuromoduler 'activité des motoneurones et interneurones a travers leurs propriétés intrinseques
(conductance de repos, courant dépolarisant, courant entrant persistant, post-hyperpolarisation)

Les monoamines modulent ainsi
positivement les motoneurones et négativement les interneurones

Par analogie au chat, il a été rapporté que la sérotonine et la noradrénaline facilitent
I’excitabilité des motoneurones (en inhibant la post-hyperpolarisation et en augmentant les courants
entrants persistants) et des synapses du groupe |, et elles inhibent les synapses du groupe Il ainsi que

les cellules de Renshaw ; la noradrénaline inhibe en plus les interneurones Ib

Des études post-mortem et d’imagerie in vivo ont décrit une atrophie des ganglions de la base
chez des patients

[l a également été observé une réduction du nombre de neurones sérotoninergiques des
noyaux du raphé et de leurs projections sur la moelle épiniére ,
confirmé par des études sérologiques et tomographiques a travers la réduction du taux de sérotonine

et de leurs récepteurs aux niveaux cérébral et spinal
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figure. 2 : Principaux mécanismes autonomes cellulaires et non-cellulaires impliqués dans la pathogénése de la SLA.

La dégénérescence des neurones moteurs résulte d’'un ensemble d’événements complexes comprenant : (A) I'excitotoxicité calcium-dépendant,
résultant de I'hyperexcitabilité des neurones moteurs a travers leur hyperexcitation et impliquant un déséquilibre excitation/inhibition pré-synaptique, un
défaut de clairance du glutamate de la fente synaptique et la modification fonctionnelle des récepteurs post-synaptiques ; (B) le stress cellulaire,
résultant du stress oxydant, mitochondrial et du réticulum endoplasmique, menant a leurs altérations fonctionnelles et a la production de radicaux libres ;
(C) l'agrégation protéique, résultant de leurs mauvaises conformations par le réticulum endoplasmique et menant a l'altération fonctionnelle des
systemes de dégradation protéasique et autophagique, ainsi qu'a la séquestration d’autres molécules (protéine, ARN) ; (D) le dysfonctionnement
mitochondrial, impliquant un défaut de réduction de la toxicité calcique par perte de leur pouvoir tampon, un défaut de production d’ATP et I'induction de
I'apoptose ; (E) les cellules gliales, amplifiant les dommages neuronaux a travers la production d’une neuro-inflammation ; (F) I'altération du transport
axonal, résultant de I'agrégation du cytosquelette et d'un dysfonctionnement des moteurs moléculaires ; (G) la déstabilisation de la jonction
neuromusculaire, résultant d'un défaut de '’homéostasie énergétique et des facteurs neurotrophiques des cellules musculaires. Modifie d’'apres llieva,
Polymenidou, & Cleveland 2009.
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Il a par ailleurs été montré dans un modele murin de la maladie que la perte des neurones
sérotoninergiques a lieu au stade pré-symptomatique .1l a ainsi été suggéré
I"existence d’un mécanisme compensateur participant au maintien des fonctions motrices en
augmentant |’excitabilité des motoneurones suite a la perte des modulations sérotoninergiques
. A l'opposé, il a été rapporté dans un modele murin de la maladie,
une augmentation du nombre de projections sérotoninergiques sur les motoneurones de la moelle
lombaire, couplée a un défaut d’inhibition de ces derniers
Concernant les autres monoamines, il a été rapporté d’une part lors d’études post-mortem ainsi que
tomographiques, une réduction de la production de dopamine par les neurones de la substance noire
, associée a une réduction du nombre de neurones
dopaminergique et d’autre part, une étude post-mortem a montré que la

production de noradrénaline par les neurones du locus coeruleus semblait étre augmentée

2-4. PHYSIOPATHOLOGIE

Bien que I’étiologie de la SLA soit a ce jour méconnue, il est généralement considéré que les
formes sporadiques et héréditaires partagent des mécanismes physiopathologiques communs
, altérant ’lhoméostasie cellulaire
et menant a la genese d’une activité excitotoxique
Cette derniere implique des cellules neuronales mais également non-neuronales a travers |"induction
d’une neuro-inflammation ,
menant a considérer la SLA comme une maladie multifactorielle (Cf. figure 2)

. Grace a I’étude des modeles animaux, trois phases distinctes dans la mise
en place de la maladie ont été rapportées : une phase pré-symptomatique durant laquelle des
altérations cellulaires, moléculaires et fonctionnelles s’opérent ; une phase symptomatique initiée par
la dégénérescence des neurones moteurs et I"apparition des premieres faiblesses ; et une phase de

propagation des processus physiopathologiques

2-4-1. EXCITOTOXICITE

L'augmentation pathologique de I'excitabilité des neurones moteurs peut conduire a une
cascade d’événements toxiques calcium-dépendants, menant a leur dégénérescence et définie par le
terme général d’excitotoxicité. L'excitabilité des neurones moteurs étant dépendante de leurs
propriétés électriques intrinseques et extrinseques, I"augmentation de |’excitabilité peut ainsi résulter

d’une hyperexcitabilité ou d’une hyperexcitation
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A. HYPEREXCITABILITE

L'hyperexcitabilité est définie comme une réponse exagérée, évoquée par un stimulus donné,
qui habituellement induit une réponse stéréotypée. Elle résulte de la modification des propriétés
intrinséques des neurones a travers leurs propriétés électriques membranaires

. On distingue d’une part, les propriétés
passives responsables du potentiel de membrane au repos et d’autre part, les propriétés actives
responsables des caractéristiques du potentiel d’action a travers la rhéobase'”, le seuil de décharge et
d’arrét de décharge, I'amplitude et la durée du potentiel d’action, I"'amplitude et la durée de la post-
hyperpolarisation (AHP'8, « after-hyperpolarisation »), la fréquence de décharge et la mesure globale
de I'excitabilité neuronale a I"équilibre (définie par le gain « fréquence de décharge/courant injecté
» (F-1).

Il a été rapporté que les propriétés passives ne sont pas modifiées dans les modeles ex vivo et
in vivo de motoneurones de souris mutantes embryonnaires , néonatales
et adultes pré-symptomatiques
, de neurones moteurs dérivés de cellules souches pluripotentes de patients SLA

, et de cellules pyramidales de souris mutantes pré-symptomatiques

A l'opposé, bien que selon le stade étudié (embryonnaire, néonatal, adulte pré-
symptomatique) certains auteurs trouvent des résultats différents, I’ensemble des données rapportent

une modification des propriétés actives en faveur d’une hyperexcitabilité, que ce soit au niveau des

motoneurones ou
des cellules pyramidales . En effet, il a été montré dans les motoneurones de souris
mutantes, la réduction de la rhéobase ,

I’absence de modification du seuil de décharge
, de I'amplitude et de la durée du potentiel d’action et de I’AHP
, et enfin,
I’”augmentation de la fréquence de décharge et du gain F-I
. Il 'a également été décrit dans les cellules pyramidales, la réduction de la
rhéobase et du seuil de décharge associés a I'augmentation de la fréquence de décharge et du gain F-
I . Des modifications similaires ont par ailleurs été retrouvées dans
les neurones moteurs dérivés de cellules souches pluripotentes de patients
. Par conséquent, I"hyperexcitabilité des neurones moteurs affectés par la maladie
résulte de I'altération de leurs propriétés électriques actives. Ces derniéres peuvent étre associées a la
modification des conductances ioniques des récepteurs et canaux ioniques et/ou d'un déséquilibre

des influx nerveux menant ainsi a leur hyperexcitation.

7 Quantité minimale de courant nécessaire pour déclencher un potentiel d’action.

18 ’AHP régule la fréquence de décharge a travers des propriétés de réfractorité rendant temporairement impossible toute décharge succédant un potentiel
d’action. Celle-ci étant fonction de la taille, les gros motoneurones présentent une AHP courte associée a une fréquence de décharge élevée, alors que les

petits motoneurones présentent une AHP longue associée a une fréquence de décharge basse.
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B. HYPEREXCITATION

L'hyperexcitation est définie comme le résultat d’'un déséquilibre numérique et/ou fonctionnel
des projections synaptiques excitatrices et inhibitrices. Elle résulte de la modification des propriétés

extrinseques des neurones

RECEPTEURS GLUTAMATERGIQUES

Le glutamate exerce son action excitatrice en générant des potentiels post-synaptiques
excitateurs (PPSE) a travers l’activation de récepteurs ionotropes (NMDA, AMPA/kainate) et
métabotropes (mGIuR). A la différence des récepteurs NMDA qui en plus d’étre perméables au
sodium et au potassium, font entrer le calcium, les récepteurs AMPA sont imperméables a ce dernier
grace a 'expression d’une sous-unité GluR2 . Les astrocytes influencent dailleurs le
niveau d’expression du géne codant GluR2 dans les neurones moteurs a travers la libération d'un

facteur'? soluble régulant positivement sa transcription

Des données expérimentales ont montré que les neurones moteurs sont extrémement
vulnérables a I"excitotoxicité dépendante des récepteurs AMPA. En effet, il a été montré que leur sur-
activation conduit a la dégénérescence des neurones moteurs en culture, alors que ces derniers sont
relativement résistants a la sur-activation des récepteurs NMDA. Il a ainsi été suggéré que cette
vulnérabilité résulterait d’'un nombre important de récepteurs AMPA associés a la faible capacité du
neurone a tamponner le calcium. En ce sens, il a été rapporté chez des patients et des modeles
animaux de la maladie que les neurones moteurs présentent une haute densité de récepteurs AMPA,
qui plus est, anormalement perméables au calcium

. Il a été suggéré que la présence du mutant SOD1 dans les astrocytes
interfererait avec la production de GluR2 en réduisant son expression ou en la séquestrant, entrainant

ainsi la modification de perméabilité des récepteurs AMPA

L'implication des récepteurs NMDA dans la SLA a été moins étudiée, bien que leur grande
perméabilité au calcium et leur cinétique d’activation/désactivation lente en font de bons candidats
pour l'excitotoxicité. Le faible intérét porté a ces récepteurs s’explique simplement par |"absence
d’effet neuroprotecteur suite a l"application d’antagonistes a la différence des récepteurs AMPA

. Il a été rapporté in vitro que les interneurones de moelle sacrée
de souris mutantes présentent des récepteurs NMDA fonctionnels, impliqués dans leur propre
hyperexcitation et menant a l’augmentation des décharges des motoneurones au moment de
I’apparition des symptomes . I est par ailleurs important de préciser que les

récepteurs NMDA présentent une complexité fonctionnelle a travers une activation maximale

19 Bien que ce facteur ne soit pas encore connu, il a récemment été découvert que certains facteurs trophiques sécrétés par les cellules gliales régulent
positivement la production de GluR2 . Lexpression des facteurs trophiques a par ailleurs été rapportée réduite

chez les patients
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dépendante des co-agonistes glycine/sérine et une modulation positive par le zinc et les polyamines.
En ce sens, il a été montré dans des cultures de motoneurones de souris mutantes que I’altération de

ces acteurs meéne avec plus ou moins d’efficacité a I’excitotoxicité des motoneurones

Quant aux récepteurs métabotropes du glutamate, leur réle précis reste encore inconnu. En
effet, il a été montré d’une part leur régulation positive dans les astrocytes réactifs de moelle épiniere
de patients et, d’autre part, leur role atténuant |’excitotoxicité des neurones moteurs dans un modele

in vitro

RECEPTEURS GABAERGIQUES ET GLYCINERGIQUES

Le GABA et la glycine exercent leur action inhibitrice en générant des potentiels post-
synaptiques inhibiteurs (PPSI) a travers I'activation de récepteurs GABAergiques (ionotropes GABAA,
GABAC et métabotropes GABAB) et de récepteurs glycinergiques (ionotropes GlyR), respectivement

A I'étage spinal (corne antérieure), il a été rapporté a l'issue d'une étude post-mortem, la
réduction du nombre de récepteurs glycinergiques sans modification des récepteurs GABAergiques
, associée a la réduction des concentrations en glycine mais pas en GABA
. Bien que ces résultats peuvent autant concerner les motoneurones que les
interneurones, des études ont confirmé ces observations sur des cultures de motoneurones issues
d’embryons de souris mutantes, présentant en plus une réduction d’expression des récepteurs
glycinergiques au niveau des somi et des dendrites proximales, menant a une réduction des courants
inhibiteurs associés. Il a également été rapporté que ces modifications affectent préférentiellement les
motoneurones de gros diametre (type F) car elles n’ont pas été observées sur les motoneurones de
petite/moyenne taille (type S)
En complément, il a été constaté au stade pré-symptomatique, une réduction du nombre de boutons
glycinergiques des somi et des dendrites proximales des gros motoneurones innervant les
musculatures distales, alors que cette réduction se manifeste aux stades tardifs pour les motoneurones
innervant les musculatures proximales. Ces réductions différentielles refletent vraisemblablement une
propagation progressive des altérations, concomitante de la progression disto-proximale des atteintes
cliniques. Bien que la réduction des boutons glycinergiques s’exacerbe avec la progression de la
maladie, aucune modification n’a été observée concernant les boutons glutamatergiques et
GABAergiques . Ces résultats suggerent donc que les motoneurones
vulnérables de type F présenteraient un déficit d’inhibition glycinergique, menant probablement a

I’”augmentation de leur excitabilité.

A l'étage cérébral, des études tomographiques ont rapporté une réduction des récepteurs
GABA des neurones et/ou interneurones du cortex moteur ,
associée a une réduction de leur expression . Ces résultats suggerent donc
qu’un déficit d’'inhibition GABAergique menerait a |I"augmentation de |’excitabilité des neurones

corticaux.
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CO-TRANSPORTEURS CATION-CHLORIDE

Les PPSI évoqués par le GABA et la glycine résultent du passage intracellulaire du chlore a
travers leurs récepteurs respectifs. Afin de rétablir le gradient électrochimique de ce dernier, celui-ci
est pris en charge par des co-transporteurs cation-chloride tel le co-transporteur potassium-chlorure
(KCC2) et le co-transporteur sodium-potassium-chlorure (NKCCT). L'expression de KCC2 est restreint
aux neurones du systéme nerveux et participe a la sortie du chlore, alors que NKCC1 est exprimé de
maniere ubiquitaire dans les neurones et les cellules gliales, et participe a I'entrée du chlore. Au
cours du développement neuronal, la glycine et le GABA ont initialement un effet excitateur du fait
de la surexpression de NKCC1, mais durant la phase de maturation ils deviennent inhibiteurs du fait
de I"augmentation d’expression des KCC2 et de la réduction de celle des NKCC1. Les motoneurones

sont ainsi parmi les premiers neurones du systeme nerveux central a subir ce changement fonctionnel

La réduction d’expression ou la perte de fonction des KCC2 et/ou la surexpression des NKCC1
peut mener a l'action dépolarisante du GABA et de la glycine, résultant en une augmentation de
I"excitabilité et une réduction des effets inhibiteurs, comme cela a été observé dans les épilepsies du
lobe temporal, les douleurs neuropathiques ou la spasticité apres [ésion spinale et périphérique chez
I’animal . Dans un modeéle murin de la
maladie, il a été rapporté au stade pré-symptomatique, la réduction d’expression de KCC2 ainsi que
sa délocalisation de la membrane plasmique vers le cytoplasme des gros motoneurones vulnérables
(type F). En revanche, les petits motoneurones résistants (type S) continuent a exprimer le KCC2 de
maniere normale jusqu’au stade final de la maladie. Cependant, aucune modification de I"expression
du NKCCT n’a été observée dans ces motoneurones. Ces résultats suggerent que la réduction
sélective d’expression de KCC2 participerait a la dégénérescence des neurones moteurs a travers un
exces d’excitation et un défaut d’inhibition . A l'opposé, une autre étude a rapporté
I’absence de modification d’expression et de délocalisation des KCC2 au stade pré-symptomatique/
symptomatique précoce de la maladie malgré la déconnexion des afférences corticales et
périphériques aux motoneurones, suggérant ainsi l’'incapacité des motoneurones a répondre aux

[ésions

COURANTS ENTRANTS PERSISTANTS
Observés au niveau des dendrites des motoneurones, mais également des neurones sensitifs et
des interneurones
, les courants entrants persistants (PIC, « persistant inward current ») ont un role
important dans le traitement des influx synaptiques
. On distingue 2 grandes familles de PIC, associés a plusieurs
isoformes de canaux. D’une part, les PIC sodiques a activation rapide (PIC-Na*) sur le soma/cone
d’émergence de I'axone et les dendrites proximales. Ils sont activés par des stimuli infraliminaires et
jouent un role essentiel dans l'initiation du potentiel d’action. D’autre part, les PIC calciques a
activation lente (PIC-Ca%*) sur le soma et les dendrites. Ils sont activés a différents seuils (liminaire,

supra- ou infra-liminaire) et jouent un role d’amplification des potentiels post-synaptiques. Par
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conséquent, les PIC sont activés par des stimuli proches du seuil de décharge et vont amplifier et
prolonger |'effet des influx synaptiques. En effet, la phase de prolongation est caractérisée par un long
courant persistant bien apres que le stimulus se soit arrété, alors que la phase d’amplification se
produit pendant que le stimulus est actif ; I'amplification est d’autant plus importante que les influx
monoaminergiques sont importants. La sérotonine et la noradrénaline modulent ainsi I'activité des
PIC en permettant la genese d’'un courant dendritique bien plus important que le courant entrant
produit par la synapse, conférant ainsi une haute excitabilité aux motoneurones

. Il est par ailleurs établi que la

persistance de ces courants est plus longue dans les unités motrices de type S que de type F

Des cultures de motoneurones embryonnaires de souris mutantes ont permis de mettre en
évidence l'augmentation d’excitabilité des motoneurones de type F a travers |’augmentation
d’amplitude des PIC-Na*, a la différence des motoneurones de type S .l a par

ailleurs été montré in vivo que I"augmentation des PIC-Na* était conservée chez les souris adultes

pré-symptomatiques et méme amplifiée dans des
neurones corticaux en culture . L'augmentation des PIC-Ca?* a également été
rapportée dans des motoneurones néonataux . Il a été montré au stade néonatal,

sur des coupes de moelle lombaire de souris mutantes que l'augmentation d’excitabilité des
motoneurones n’est pas associée a I’augmentation du nombre de canaux a l'origine des PIC-Na*,
mais plutdt a une augmentation de leur fréquence. En effet, il est établi que les isoformes
embryonnaires des canaux produisent des PIC faibles et sont remplacés au stade post-natal par
d’autre isoformes produisant des PIC élevés. Il est donc possible qu'un phénomene pathologique
meénerait a |'apparition précoce des isoformes post-nataux des canaux et a l'augmentation de
I"excitabilité sous-jacente. D’un autre co6té, il est possible d’augmenter la durée d’ouverture des
canaux a l’origine des PIC-Na* notamment a travers leur phosphorylation par la protéine kinase C. Or
I"activité de cette derniere (dépendante du calcium) a été trouvée augmentée dans la moelle épiniere
de patients et de modeles murins de la maladie , probablement
concomitante a l'augmentation des taux calciques intracellulaires. En ce sens, il a été suggéré que
I’”augmentation de I’entrée du sodium due aux PIC-Na* menerait a I'activation accrue d’échangeur
sodium/calcium afin de rétablir 'homéostasie sodique, bien que cela mene a amplifier I’entrée du
calcium . Les données concernant I'implication des PIC chez les patients sont plus
limitées étant donné I'utilisation de méthodes d’électrophysiologie indirecte. Quelques études ont
rapporté la régulation positive des PIC-Na* des neurones moteurs corticaux et spinaux a partir du
stade symptomatique, bien qu’aucune modification n’ait été observée chez les patients SLAf pré-

symptomatiques

CANAUX VOLTAGE-DEPENDANTS
A la différence des PIC, les canaux voltage-dépendants ont un seuil d’activation et une

amplitude plus forte
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Il a été rapporté sur des cultures de motoneurones embryonnaires
et corticales néonatales de souris mutantes , I"absence de modification
fonctionnelle (seuil et cinétique d’activation/inactivation) des canaux sodiques voltage-dépendants.
Cependant, leur temps de repolarisation est plus rapide, probablement due a une période réfractaire

plus courte, pouvant mener a I’'augmentation de la fréquence de décharge
, bien qu’aucune modification de I'AHP n’ait été rapportée (Cf. 2-4-1.a). De maniere
alternative, il a été montré que les motoneurones dérivés de cellules souches pluripotentes de patients
SLA déchargent également a haute fréquence, bien que cela semble résulter de la réduction des
courants potassiques voltage-dépendants (normalement impliqués dans la repolarisation du potentiel
de membrane suite au potentiel d’action) . En ce sens, il a été rapporté lors
d’une étude post-mortem, la réduction d’expression des canaux potassiques dans la racine ventrale
mais pas dorsale de la moelle épiniere . Par conséquent, en plus de
I’augmentation des PIC-Na*, il existerait une réduction des courants potassiques, participant

conjointement a exacerber |’excitabilité des neurones moteurs

DEFAUT DE CLAIRANCE DU GLUTAMATE

Apres la transmission synaptique, la recapture du glutamate présent dans la fente synaptique
est effectuée par des transporteurs au glutamate sodium-dépendant (EAAT, « excitatory amino-acide
transporter »). Bien que ces transporteurs soient présents sur les éléments pré- et post-synaptique,

90% de la recapture du glutamate est effectué par les astrocytes

Il a été rapporté un défaut de clairance du glutamate des neurones moteurs corticaux et

spinaux de patients, associé a une perte sélective du transporteur EAAT2 astroglial

. De plus, I'augmentation de
la concentration en glutamate observée dans le plasma et le liquide cérébrospinal, associée a la
réduction de leur concentration dans la moelle épiniere

, suggerent que la libération excessive de glutamate menerait a I'augmentation de
I’excitabilité des motoneurones. De maniére alternative, il a été décrit I’existence d’anomalies dans
I"expression du transporteur EAAT2 suggérant un déficit numérique et/ou
fonctionnel. Cependant, une autre étude a rapporté une réduction de la vitesse de recapture du
glutamate en I"absence d’altération fonctionnelle, suggérant une saturation du transporteur par exces

de glutamate

AFFERENCES CORTICOSPINALES
Comme nous l’avons vu précédemment, les cellules pyramidales sont également

hyperexcitables et peuvent donc participer a I’hyperexcitabilité des motoneurones.

AFFERENCES SOMESTHESIQUES
A la différence des neurones moteurs, aucune anomalie des PIC-Na*, ni de modification de
leur rhéobase n’ont été observées dans les neurones sensitifs de patients . Des

études menées sur des coupes de moelle sacrée et lombaire de
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souris mutantes aux stades pré-symptomatiques, symptomatiques précoces et tardifs ont d’ailleurs
rapporté I"absence d’augmentation des influx sensitifs avec la progression de la maladie, confirmée
chez des patients par la réduction d’amplitude des volées afférentes

Par
conséquent, l'implication des afférences somesthésiques comme source d’hyperexcitation des

neurones moteurs semble exclue.

INTERNEURONES

Par comparaison aux neurones moteurs, les interneurones sont plus excitables car ils
présentent une plus grande résistante d’entrée et un soma plus petit, bien qu’ils possedent une
fréquence de décharge plus faible résultant de potentiels d’action et d’'une AHP plus longs. De plus,

I’amplitude de leur PIC-Na* est plus faible

Il a été rapporté sur des coupes de tronc cérébral de souris mutantes néonatales que
I"hyperexcitabilité précoce des interneurones peut contribuer a leur perte et induire celle des
motoneurones plus tardivement . Par ailleurs, lors d’'une étude consistant a
évaluer la dépendance des interneurones a leurs cibles, la section des racines ventrales de moelle
épiniere de rat sauvage a été effectuée au stade néonatal afin d’induire la dégénérescence des
motoneurones. Bien que 80% de ces derniers aient été perdus, aucune perte significative
d’interneurones n’a été observée . En extrapolant ces résultats au cas
de la SLA, il est possible que I'atteinte des interneurones soit indépendante, précédant et induisant
celle des motoneurones . Mais des études post-mortem réalisées chez des
patients et des modeles murins de la maladie ont rapporté des résultats trés hétérogenes : une relative
préservation des interneurones en parallele de la perte des motoneurones

ou une perte comparable augmentant avec la
durée de la maladie ou encore une dégénérescence des
interneurones succédant a celle des motoneurones .D’un
autre coOté, il a été décrit sur des coupes de moelle épiniere de poissons zebres mutants, que
I’accumulation de la protéine mutante dans les interneurones glycinergiques y induit un stress au
stade embryonnaire. Le défaut d’inhibition sous-jacente mene, au stade symptomatique, au
développement d’un stress secondaire dans les motoneurones, conduisant a déstabiliser les jonctions
neuromusculaires . Bien que le mutant SOD1 soit exprimé de facon
ubiquitaire, il a été postulé que son accumulation induirait des dysfonctionnements
préférentiellement dans les interneurones, suggérant que les motoneurones nécessiteraient plusieurs
conditions avant d’étre atteints : une accumulation de la protéine mutante et un défaut d’inhibition

(par exemple)

INTERNEURONES SPINAUX

Il a été rapporté sur des coupes de moelle épiniere de souris mutantes que l'activité des
interneurones augmente au début du stade symptomatique, et qu’elle devient méme spontanée aux
stades tardifs de la maladie . Cette hyperactivité est caractérisée par une

augmentation de leur décharge probablement due aux PIC-Na*



Il. ETAT DES CONNAISSANCES

et pouvant mener a |"hyperexcitation des neurones moteurs. Suite a diverses observations, il a
été suggéré que celle-ci résulterait d’'un déséquilibre excitation/inhibition a travers Iatteinte
préférentielle des interneurones inhibiteurs au niveau cortical, mais également spinal

. En effet, en complément de l'atteinte des récepteurs de I'inhibition
(Cf. 2-4-1.b), il a été rapporté au stade pré-symptomatique, la perte des projections glycinergiques sur

les motoneurones, bien que I'inhibition transmise par le GABA soit relativement épargnée

. Par ailleurs, ce déséquilibre semble évoluer au cours de la progression de la maladie. Il a ainsi
été mis en évidence sur des cultures de moelle épiniére d’embryons, I'augmentation des synapses
inhibitrices et la réduction des synapses excitatrices sur les motoneurones ,
menant probablement a réduire leur excitabilité, alors qu’au début du stade symptomatique, il a été
observé une réduction des synapses inhibitrices et de leur activité, associée a I’'augmentation des

synapses excitatrices menant probablement a leur hyperexcitabilité.

Chez la souris mutante, il a été rapporté sur des coupes spinales que les cellules de Renshaw
survivent jusqu’au stade tardif de la maladie , alors que d’autres ont décrit leur
réduction débutant au stade pré-symptomatique et marqué avant la perte des motoneurones

. D’un point de vue fonctionnel, il a été montré au stade pré-
symptomatique que les cellules de Renshaw recoivent moins d’influx pré-synaptique. En effet, le
retrait des collatérales issues des motoneurones (concomitant a la dénervation des jonctions
neuromusculaires), associé a la réduction des vésicules pré-synaptiques d’acétylcholine et des
récepteurs cholinergiques (nicotinique) post-synaptiques, a été observé. Malgré cette réduction, il a
été constaté que les cellules de Renshaw présentent une activité conservée voire renforcée au stade
symptomatique. Il a ainsi été suggéré qu’un mécanisme compensateur s’effectuerait a travers un
sprouting des axones des cellules de Renshaw ou des afférences motoneuronales sur ces derniéres

(comparable au mécanisme de dénervation/ré-innervation de la jonction neuromusculaire)

INTERNEURONES CORTICAUX
Il a été rapporté un renforcement de I'inhibition intra-corticale (interneurone GABAergique)
durant les premiéres années qui suivent le début de la maladie chez des patients

, bien que d’autres aient observé sa réduction

[l a également été montré que celle-ci évolue avec la
progression de la maladie, se réduisant en paralléle de I’atteinte musculaire

. I'a d"ailleurs été rapporté lors d’une étude post-mortem,
que la réduction de I'inhibition intra-corticale résulte de la perte des interneurones GABAergiques des
couches V et VI de I'aire M1 . De méme, il a été montré sur des coupes cérébrales
de souris mutantes pré-symptomatiques, que I’hyperexcitabilité des cellules pyramidales de la couche
V était associée a la réduction des PPSI GABAergiques ainsi qu’a la réduction du nombre

d’interneurones inhibiteurs . Cependant, d’autres ont rapporté au stade

w
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pré-symptomatique, I'absence de perte d’interneurones malgré la perte des neurones corticospinaux
. De maniére étonnante, il a été décrit sur

des biopsies de cerveaux de souris mutantes, une augmentation du nombre d’interneurones
GABAergiques dans les cortex moteur (30%) et somesthésique (20%) aux stades pré-symptomatique
et symptomatique . Il est possible que cette augmentation s’effectuerait au
travers de foyers de cellules souches neurales des zones sous-ventriculaires et de I’hippocampe
, renforcant Iinhibition des cellules pyramidales afin de compenser

leur hyperexcitabilité.

En complément de l'atteinte de I'inhibition, d’autres auteurs ont observé la perte des dendrites
apicales (localisées dans les couches Il/Ill) des cellules pyramidales de la couche V au stade
symptomatique . Or, il est établi que les cellules pyramidales de la couche V
recoivent des influx excitateurs inter-corticaux sur leurs dendrites apicales et des influx excitateurs
intra-corticaux sur leurs dendrites basales . Ces résultats suggérent ainsi |’existence
d’un défaut d’excitation inter-corticale des cellules pyramidales , confirmé par une
étude indiquant que les neurones des couches II/lll transmettent moins d’influx excitateurs aux

neurones de la couche V

MODIFICATIONS MORPHOMETRIQUES

Il est établi que la taille et la complexité de l’arborisation des dendrites et des synapses
terminales sont corrélées a la taille des motoneurones
Cependant, il a été constaté qu’en parallele de I’hyperexcitabilité, des modifications

morphométriques des neurones moteurs s’opérent dans la maladie.

A I'étage spinal, il a été rapporté au stade embryonnaire et néonatal
de souris mutantes, que les motoneurones hyperexcitables présentent une
réduction de la longueur de leurs dendrites bien que I’arborisation dendritique et la taille du soma ne
soient pas modifiées . A l"étage cortical, il a également été
rapporté chez des patients, la réduction de la longueur de leurs dendrites ainsi qu’un gonflement de
leur soma . Or, il a été montré dans un modele in silico, d’'une
part, que la réduction des longueurs dendritiques est responsable de ["hyperexcitabilité du
motoneurone et, d’autre part, que I"augmentation de |"activité pré-synaptique induit une réduction de
I"étendue de I'arborisation dendritique des neurones post-synaptiques, soutenant ainsi que celle-ci
résulterait d’une activité pré-synaptique exacerbée . A l'opposé, il a été montré sur
des cultures de motoneurones néonataux de souris mutantes, que |"hyperexcitabilité des
motoneurones est associée a |'augmentation de leur surface membranaire, due a une augmentation
de la taille du soma ou du nombre de dendrites . Ces modifications phénotypiques
ont également été observées au stade pré-symptomatique sur les cellules pyramidales
. Ceci suggere que I'augmentation de la surface membranaire des neurones participe a réduire

leur résistance d’entrée et par conséquent a augmenter leur excitabilité.
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C. UHYPEREXCITABILITE COMME NEUROPROTECTION

Etant donné les modifications morphométriques et I’évolution de I"équilibre inhibition/
excitation interneuronale au cours de la progression de la maladie (Cf. 2-4-1.b), I"hyperexcitabilité
des neurones moteurs apparait comme un phénomene transitoire, évoluant au cours de la maladie et
pouvant participer a retarder la dégénérescence. En effet, il a été montré dans un modele murin pré-
symptomatique que [’hyperexcitabilité promeut un effet protecteur et reverse I'accumulation de
protéines mutantes mal-conformées . II'a par ailleurs été montré au stade
néonatal |’absence de modification de I"excitabilité des motoneurones de type F alors que les types S
sont hyperexcitables. Comme ces derniers sont relativement résistants a la dégénérescence, il a été
proposé que cette hyperexcitabilité puisse avoir un réle neuroprotecteur . Ila ainsi
été suggéré qu’au sein d’'un méme noyau moteur, I’excitabilité/homéostasie différentielle dicterait la

survie ou la dégénérescence

Il a été rapporté que I'augmentation des PIC-Na* des motoneurones des stades embryonnaire
a adulte pré-symptomatique précéde la dénervation musculaire dans un modele in vivo de souris
mutante, suggérant que |’hyperexcitabilité résultante agirait comme un mécanisme compensant
I"augmentation des influx synaptiques et permettrait de maintenir |’excitabilité nette des
motoneurones. En effet, avant la perte de leurs jonctions neuromusculaires et de leur dégénérescence
sous-jacente, certains motoneurones sont incapables de produire une telle activité compensatrice,
perdant leur capacité a décharger de maniére répétée mais conservant leur capacité a décharger
ponctuellement. Cette hypoexcitabilité serait associée a une réduction des PIC-Na* car leur déficit
prévient les décharges répétées mais n’empéche pas les décharges ponctuelles. Il est donc probable
que I"hyperexcitabilité précoce puisse aider les neurones moteurs a préserver leurs fonctions suite a
I’augmentation des influx synaptiques mais suite a I'incapacité de maintenir cette hyperexcitabilité
(liée au vieillissement, a la fatigabilité, a |’excés croissant d’excitation ou afin de réduire
I"excitotoxicité) ; cette hyperexcitabilité évoluerait en hypoexcitabilité, menant a la dégénérescence
des motoneurones . Des études menées sur des neurones moteurs dérivés de
cellules souches pluripotentes de patients ont également rapporté |"hyperexcitabilité comme un
phénomene transitoire précoce. En effet, |’hyperexcitabilit¢ a été observée sur des neurones
ensemencés?® a 4 semaines , alors qu’ils sont hypoexcitables
s'ils sont ensemencés a 7-8 semaines . I a par ailleurs été
spécifié que cette réduction de capacité a décharger précéde la dégénérescence des neurones
moteurs, associée a la réduction progressive des courants sodiques voltage-dépendants mais
également des courants potassiques . Par analogie, il a été montré chez des
patients que I’hyperexcitabilité corticale observée au stade précoce de la maladie progresse en une

excitabilité normale puis une hypoexcitabilité au stade symptomatique

. De
maniere alternative, il a été proposé que I’hyperexcitabilité soit induite afin de compenser la
réduction de l'activité synaptique . En effet, il a été montré

20 Les neurones dérivés de cellules souches pluripotentes sont considérés matures environ 3 semaines apres ensemencement
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dans le cas d’atrophie musculaire spinale?' (SMA, « spinal muscular atrophy »), qu’une réduction des
influx proprioceptifs monosynaptiques au niveau des motoneurones est associée a une réduction
numérique et fonctionnelle des synapses au stade précoce de la maladie. Bien que I'on s’attende a
I"hypoexcitabilité des motoneurones, ceux-ci sont au contraire hyperexcitables et suggerent

I"implication d'un phénomene compensateur participant a maintenir leur activité

D. TRAITEMENT ANTI-EXCITOTOXICITE

Le riluzole (2-amino-6-trifluorométhoxy benzothiazole) est le principe actif du Rilutek®,
médicament originalement utilisé dans les années 1950 comme un myorelaxant a action centrale
puis dans les années 1980 comme un anticonvulsivant et un agent neuroprotecteur. En 1995, il
devient I'unique médicament approuvé par la FDA (« United States Food and Drug Administration »)
et 'EMA (« European Medicine Agency ») pour le traitement de la SLA suite a deux essais
thérapeutiques contre placébo

qui ont démontré une prolongation de la médiane de survie de 2 a 3 mois.

Les mécanismes par lesquels le riluzole ralentit la progression de la maladie restent mal
connus, mais il semble agir a la fois sur le systeme nerveux central et périphérique
.1l a ainsi été
rapporté qu’il promeut la survie neuronale en amplifiant la production de divers facteurs de
croissance et influence l'activité neurale a travers l'inhibition des PIC (sodique et calcique), la
potentialisation des courants potassiques dépendants du calcium, I'inhibition de la libération de
neurotransmetteurs, |’inhibition des courants sodiques voltage-dépendants, I'inhibition des courants
calciques voltage-dépendants et I'inhibition des courants potassiques voltage-dépendants. Bien que
ces différents effets soient obtenus a posologie croissante, seuls les 4 premiers sont communément
observés aux concentrations utilisés en thérapeutique (100 mg/jour), participant ainsi a réduire les
décharges répétées et I'amplitude des potentiels d’action mais également a augmenter la rhéobase
ainsi que le gain F-I. En revanche, aucune modification des propriétés membranaires au repos
(potentiel de membrane, résistance d’entrée) n’a été observée
. Il a de plus été rapporté
que le riluzole réduit I"excitation glutamatergique a travers l'inhibition directe des récepteurs non-
NMDA et l'augmentation de sa recapture astrocytaire par augmentation de [’expression du
transporteur EAAT. Il a également été suggéré qu’il puisse inhiber la libération du glutamate a la
terminaison pré-synaptique en inhibant les courants ioniques impliqués (calciques notamment)
. En complément, il a été montré que le
riluzole inhibe la libération d’acétylcholine, de dopamine et, dans une moindre mesure, de
sérotonine mais également les récepteurs sérotoninergiques et dopaminergiques menant

probablement a la réduction de la neuromodulation des neurones

21 Maladie neurodégénérative des motoneurones menant a une atrophie musculaire selon un gradient proximo-distal
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2-4-2. STRESS CELLULAIRE

Les cellules d’'un organisme sont capables de croitre et de se développer dans un
environnement physiologique. Lorsque cet environnement devient hostile, la cellule est alors soumise
a des agressions aigués ou chroniques produisant un stress. Celui-ci résulte notamment de
I’augmentation intracellulaire en calcium, participant a I"excitotoxité sous-jacente. Malgré |’existence
de mécanismes de survie, si le stress devient trop important ou si les capacités de la cellule sont

dépassées, celui-ci menera a la mort cellulaire.

STRESS OXYDANT

La chaine respiratoire mitochondriale ainsi que les processus inflammatoires sont capables de
produire des especes réactives de I'oxygene et du nitrogene, plus communément appelés radicaux
libres. Les cellules sont capables d’éliminer les radicaux libres et de maintenir I’"homéostasie de
I'oxydoréduction a travers la production d’antioxydants. Il est d’ailleurs établi qu’a faible
concentration, les radicaux libres jouent un role physiologique dans les réponses cellulaires, mais
qu’a forte concentration et/ou associés a un déficit d’antioxydants, ils provoquent des dommages

biologiques (lipidique, protéique, nucléotidique) appelés stress oxydant

Le géne SODT1 code l'enzyme anti-oxydante superoxyde dismutase 1 dont les mutations
associées a la maladie menent a un gain de fonction toxique associé a I’élévation des dommages
oxydant des protéines, des lipides, de ’ADN et de I’/ARN. Il est considéré que le stress oxydant est un
mécanisme central dans la maladie, affectant autant les neurones moteurs que
les neurones sensitifs
et les interneurones

, reflétant ainsi I'implication de mécanismes

pathologiques communs.

STRESS MITOCHONDRIAL

La mitochondrie est un organite intracellulaire impliqué dans la production d’énergie sous
forme d’ATP (adénosine triphosphate) grace au couplage de la chaine respiratoire et de ATP synthase,
dans la régulation de I’"homéostasie calcique en tamponnant le calcium et dans le controle de

I’apoptose

Il a été rapporté chez les patients et les modeles animaux de la maladie que I’agrégation de la
protéine mutée dans la mitochondrie
mene a |'altération des fonctions mitochondriales a travers la réduction du pouvoir
tampon
, I'altération fonctionnelle des complexes de la chaine respiratoire réduisant la
production d’ATP, la production de radicaux libres
et I’entrée en apoptose du neurone
. Il a par ailleurs été montré dans un

modele in silico que I'activité des unités motrices de type FF requiert de grands besoins énergétiques
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en ATP, comparativement aux unités motrices de type S. Par conséquent, un défaut de production
d’ATP rendrait les unités motrices de type FF plus vulnérables a la maladie et induirait également
I’accumulation du calcium et la dépolarisation accrue des neurones en raison d’un défaut de

transport ionique ATP-dépendant

STRESS DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE

Le réticulum endoplasmique (RE) est impliqué dans la conformation et la sécrétion des
protéines et lipides, ainsi que dans la régulation des concentrations calciques cytosoliques. Lors de
I’'accumulation excessive de protéines mal-conformées, le RE peut déclencher une réponse aux
protéines mal-conformées (UPR, « unfolded protein response ») autrement appelée stress du
réticulum endoplasmique. Celle-ci implique la reconnaissance des protéines aberrantes par des
protéines chaperonnes qui corrigent leur repliement a travers un mécanisme calcium-dépendant.
Mais cette réponse a |'origine cytoprotectrice peut conduire a I’apoptose et a I"autophagie si elle est

activée de maniere prolongée

Le stress du RE a été rapporté chez des patients et dans des modeles animaux de la maladie

, menant a

I’accumulation de protéines mal-conformées et a la séquestration des protéines chaperonnes

. Par ailleurs, I'activité des systemes ubiquitines-protéasomes et autophagiques, normalement
impliqués dans la dégradation des protéines anormalement conformées et des agrégats
, est réduite dans la

maladie

TOXICITE CALCIQUE

Le calcium est un second messager ubiquitaire impliqué dans de nombreuses voies de
signalisation intracellulaire et dont la concentration normalement faible peut étre temporairement
augmentée lors de la transduction d’un signal. l'augmentation de la concentration cytosolique en
calcium s’effectue au travers des canaux calciques voltage-dépendants et des récepteurs présents sur
la membrane plasmique, ainsi que par la libération des réserves calciques contenues dans le RE et les
mitochondries. La réduction de la concentration calcique s’effectue, quant a elle, au travers des
pompes et échangeurs de la membrane plasmique ainsi que par la recapture des mitochondries et du
RE ou il sera tamponné . Le couplage mitochondrie-RE est responsable d’un cycle
calcique nécessaire a la chaine respiratoire, a la production d’ATP et a la conformation des protéines.
Le calcium est ainsi libéré des stocks du RE, récupéré par les mitochondries pour y étre tamponné et

de nouveau libéré afin d’étre recapturé par le RE

Il a été rapporté une augmentation de la concentration intracellulaire en calcium a la jonction
neuromusculaire de patients et dans les neurones corticaux et spinaux issus de

modeles expérimentaux de la maladie
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Celle-ci peut résulter de la modification fonctionnelle des récepteurs AMPA (Cf.
2-4-1.b) et de la réduction du pouvoir tampon de la mitochondrie et du RE, menant a un cycle

calcique anormal a travers la déplétion des réserves du RE et la saturation de celles des mitochondries

. Il a ainsi été rapporté dans des cultures de neurones moteurs de souris mutantes, que
I"élévation de la concentration calcique débute précocement dans les mitochondries, menant a son
altération fonctionnelle et suivie par une augmentation du niveau calcique du RE puis du cytosol en
méme temps que |"apparition d’agrégats cytoplasmique, I'induction de stress ainsi que |I"augmentation

de la production de radicaux libres

Mon projet de thése avait pour but de caractériser |'atteinte sensitive au niveau spinal et
cortical, et d’étudier les interactions sensorimotrices directes et indirectes aux motoneurones chez des
patients SLA. Etant donné la similitude entre le gradient disto-proximal de progression des atteintes
cliniques, qui est frequemment observé, et celle des projections afférentes hétéronymes, nous avons
élaboré une stratégie permettant d’étudier I'activité des motoneurones suppléant des musculatures
proximales cliniquement non-atteintes et recevant des afférences périphériques de musculatures
distales cliniquement atteintes. Nous avons ainsi évalué d’une part les altérations fonctionnelles des
afférences périphériques et d’autre part, leurs effets sur l'excitabilité des motoneurones « pré-

symptomatiques » et des interneurones spinaux.
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IIl. MATERIELS & METHODES

Afin d’évaluer I'implication des atteintes sensorimotrices dans la pathogenese de la SLA, nous
avons employé au cours de cette these des techniques d’électrophysiologie non-invasives sur
I'Homme, incluant des stimulations électriques périphériques et magnétiques transcraniennes,
I"enregistrement de l’activité électromyographique et électroencéphalographique, que nous avons

couplés a I'acquisition d’image par résonnance magnétique.

3-1. PRINCIPES GENERAUX

STIMULATIONS ELECTRIQUES PERIPHERIQUES
Des stimuli électriques percutanés appliqués en regard du trajet nerveux permettent d’évoquer
des volées dans les fibres du groupe | et I, les fibres cutanées ainsi que dans les fibres motrices issues
des neurones moteurs. L'intensité de stimulation est ajustée en fonction du seuil de perception (PT,
« perceptual threshold ») ou du seuil moteur (MT, « motor threshold »), définis comme l’intensité
minimale provoquant respectivement la perception du stimulus ou une réponse motrice dans
I"électromyogramme du muscle innervé par le nerf stimulé. Par ailleurs, lors de I’application de
stimuli électriques d’intensité croissante, le recrutement des fibres nerveuses débute par I’activation
des axones de gros diametre qui ont une rhéobase faible et une vitesse de conduction élevée, suivis
par les axones de petit diameétre qui ont une rhéobase élevée et une vitesse de conduction plus faible
. On active ainsi les fibres du groupe | (la, Ib) a des intensités inférieures au
MT puis les fibres motrices a partir de MT et finalement les fibres du groupe Il a des intensités

supérieures a 1xMT

Des stimulations électriques (choc rectangulaire de 1 ms) ont été délivrées par des
stimulateurs (DS7H, Digitimer Ltd, Hertfordshire, UK) au travers d’électrodes bipolaires cutanées (0,5

cm? séparées de 1 cm) placées le long du trajet nerveux. Nous avons ainsi stimulé les nerfs :

- Médian et Ulnaire au niveau du poignet, innervant les muscles intrinséques de la main (notamment
I"abductor pollicis brevis et I’abductor digiti minimi, respectivement)

- Radial Superficiel au niveau de la tabatiere anatomique (nerf cutané)

- Ulnaire au niveau du coude entre I"épicondyle et I'olécrane, innervant le muscle flexor carpi
ulnaris

- Radial Profond au niveau du creux axillaire, innervant le muscle triceps brachii (triceps)

- Fémoral au niveau du creux de I'aine, innervant le muscle quadriceps vastus lateralis (quadriceps)

- Fibulaire au niveau de l’articulation tibio-péroniere, innervant le muscle tibialis anterior (tibial
antérieur)

- Tibial Postérieur au niveau du creux poplité, innervant le muscle soleus (soléaire).
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STIMULATIONS MAGNETIQUES TRANSCRANIENNES

La stimulation magnétique transcranienne (TMS, « transcranial magnetic stimulation ») est
générée par un condensateur a travers une bobine placée a la surface du crane. Lorsque le
condensateur décharge, un courant électrique transitoire traverse la bobine et généere un champ
magnétique perpendiculaire au scalp, induisant un bref courant électrique parallele dans les
structures conductrices avoisinantes. Bien que |'on ne sache pas exactement quels éléments sont
activés, il est admis que les stimuli activent probablement I’axone ou son cone d’émergence, mais
pas leur soma. Il n’est par ailleurs pas possible, méme a forte intensité, d’activer des fibres
corticospinales en dehors de la substance grise, étant donné que la puissance du champ magnétique
diminue a travers la substance blanche qui présente une résistance plus importante a la propagation
du courant. Les axones corticospinaux étant orientés perpendiculairement a la surface du crane sont
plus difficiles a dépolariser par un champ électrique paralléle, a la différence des afférences cortico-
corticales aux cellules pyramidales, de leurs collatérales et des interneurones corticaux qui sont
orientés parallélement a la surface du crane. Par conséquent, la TMS appliquée en regard de I'aire
motrice primaire évoque des volées corticospinales composées de la volée directe (D) de courte
latence (résultant de I’activation du cone d’émergence des cellules pyramidales) et de plusieurs ondes
indirectes (I) de longue latence (résultant de Iactivation trans-synaptique des cellules pyramidales).
Les volées | apparaissent généralement avec des intensités de stimulation inférieures a celle évoquant
la volée D. Les multiples volées ainsi évoquées par un unique stimulus vont ensuite se sommer
temporellement, évoquant un potentiel composite dans I'activité électromyographique du muscle
cible a travers I'activation des motoneurones et appelé potentiel évoqué moteur (PEM). Linfluence
corticospinale sur les motoneurones dépend a la fois des projections corticospinales

monosynaptiques et oligo-synaptiques, recrutant les motoneurones selon le principe d’"Henneman

Les TMS ont été délivrées par un stimulateur Magstim Rapid (Magstim, Whitland, UK) au
travers d’une bobine simple (90mm, Magstim, Whitlond, UK) et en cone (Magstim, Whitlond, UK)
placée a la surface du crane en regard du cortex moteur, afin d’évoquer un PEM dans les muscles
triceps et quadriceps, respectivement. Les intensités de stimulation sont exprimées en pourcentage du

champ magnétique maximal (MSO, « maximal stimulator output »).

ACTIVITE ELECTROMYOGRAPHIQUE

Les motoneurones constituent la voie finale commune des influx périphériques et centraux
impliqués dans le contrble moteur. Par conséquent, les modifications de l'activité synaptique au
niveau d’un réseau neuronal impliqué dans le controle moteur, quel que soit sa localisation (spinale
ou supra-spinale), modifient I’excitabilité des motoneurones. Par ailleurs, comme les motoneurones
forment avec les fibres musculaires qu’ils innervent des unités motrices, I'excitabilité des
motoneurones peut donc étre reflétée par 'activité du muscle a travers les propriétés de la jonction
neuromusculaire. En effet, lors de I’arrivée d’un potentiel d’action au niveau de la plaque motrice, le
potentiel post-synaptique engendre une différence de potentiel a I'origine d’un potentiel d’action

musculaire, se propageant tout le long des fibres musculaires et provoquant leur contraction.
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L'ensemble des potentiels d’action d’unités motrices peut ainsi étre enregistré au niveau du muscle et
constitue le signal électromyographique (EMQG), reflétant par conséquent le nombre de motoneurones

recrutés

L'activitt EMG a été enregistrée avec des électrodes de surface (Neurocom 2, Comepa,
France) placées en regard du corps musculaire du muscle étudié. Le signal électrophysiologique a été
filtré (bande passante 100-1000 Hz) et amplifié (x 10 000; D360 8-Channel Patient Amplifier,
Digitimer Ltd, Hertfordshire, UK) avant d’étre digitalisé (fréquence d’échantillonnage de 2 kHz; Power

1401, CED, Cambridge, UK) et enregistré pour I’analyse a posteriori.

ACTIVITE ELECTROENCEPHALOGRAPHIQUE
Les volées afférentes projetant sur les cellules pyramidales de la couche IV induisent un
potentiel post-synaptique se propageant de fagon bidirectionnelle le long des dendrites et génére un
champ électromagnétique. Ce dernier est composé d'un champ magnétique appelé courant primaire,
s’atténuant rapidement avec la distance et non détectable a travers le scalp. Ce courant engendre un
champ électrique appelé courant secondaire, circulant a la surface du crane.
L'électroencéphalogramme (EEG) mesure la différence de potentiel entre le courant secondaire émis
par une région corticale et une référence généralement extra-céphalique
. Cette différence de potentiel appelée potentiel
de champ est donc générée par un dipole correspondant a la région dendritique des cellules
pyramidales. On distingue les dip6les radiaux (perpendiculaires au scalp) émis depuis les gyri** du
cortex et générant un potentiel EEG monophasique, et les dipdles tangentiels (paralléles au scalp)
émis depuis les sillons?*> du cortex et générant un potentiel EEG bi-phasique. A noter que seuls les
potentiels de champ produits par un dipdle radial donnent une indication sur la localisation du
générateur . De part ces propriétés, 'EEG présente une bonne résolution temporelle
mais une faible résolution spatiale, ne permettant pas la localisation précise des générateurs ainsi que
I"enregistrement de signaux produits en profondeur de |’encéphale. Par ailleurs, a cause des
propriétés atténuantes du crane, la sommation spatio-temporelle de I’activité corticale est nécessaire
pour produire un potentiel de champ enregistrable a travers le scalp, permettant ainsi de différencier

le signal d’intérét des activités spontanées du cerveau et des artefacts musculaires

Les potentiels évoqués somesthésiques (PES) ont été enregistrés au niveau périphérique par
une électrode de surface (Neurocom 2, Comepa, France) placée dans la fosse supra-claviculaire
(point d’Erb) ipsilatérale a la stimulation et au niveau cortical par une électrode sous-cutanée (aiguille
EEG, Comepa, France) placée en regard du cortex somesthésique (localisé 4 cm latéral et 2 cm
postérieur au vertex controlatéral
a la stimulation. Leurs références respectives ont été enregistrées a |'aide d’électrodes de surface
placées au point d’Erb controlatéral et sur les deux lobes d’oreilles, respectivement. Les signaux EEG
ont été filtrés (bande passante 30-3000 Hz) et amplifiés (x 10 000; D360 8-Channel Patient Amplifier,

22 partie superficielle des circonvolutions du cortex.
23 Partie profonde des circonvolutions du cortex.
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Digitimer Ltd, Hertfordshire, UK) avant d’étre digitalisés (fréquence d’échantillonnage de 2 kHz;
Power 1401, CED, Cambridge, UK) et enregistrés pour |’analyse a posteriori.

IMAGERIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE, TENSEUR DE DIFFUSION ET TRANSFERT DE
MAGNETISATION
L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est basée sur I'acquisition du signal émis par le
noyau d’hydrogene ('H). Dans l'organisme, ces noyaux sont principalement localisés dans les
molécules d’eau (H20) et les molécules organiques tels les lipides de la gaine de myéline
. En IRM conventionnelle, le signal acquis est émis par les protons mobiles de |'eau,
soumis a un champ magnétique excitateur transitoire alterné avec des temps de relaxation. Les
contrastes obtenus sur les images sont la traduction en niveau de gris du signal émis lors de la
relaxation. Ce signal dépend ainsi de la densité en protons : le blanc correspond a un signal élevé

(hyper-signal) alors que le noir correspond a un faible signal (hypo-signal)

En complément, I'IRM de diffusion est capable de rendre compte des micromouvements des
molécules d’eau. Dans un environnement non-restreint (matiere grise et fluide cérébrospinal), les
molécules d’eau diffusent de fagon isotrope en se déplacant de maniere aléatoire et identique dans
toutes les directions. En présence d’obstacle, les molécules d’eau se déplacent dans une direction
préférentielle, on parle alors de diffusion anisotrope . Ainsi, le long des faisceaux
d’axones délimités par leur membrane cellulaire et la gaine de myéline, les molécules d’eau se
déplacent de fagon anisotrope dans I’axe longitudinal . En ajoutant
successivement des gradients de diffusion dans les 6 directions de I’espace, il est possible de mesurer
un coefficient de diffusion (reflétant la rapidité de diffusion) et de définir un tenseur de diffusion
(reflétant le sens de diffusion). L'imagerie du tenseur de diffusion (DTI, « diffusion tensor imaging »)
permet ainsi d’apprécier I'état structurel des tissus dans une région d’intérét (ROI, « region of
interest ») définie voxel par voxel?* a 'aide de divers métriques : 1) la fraction d’anisotropie (FA) qui
traduit I"amplitude des variations du déplacement des molécules d’eau dans un espace contraint par
la présence d’obstacle, 2) la diffusivité axiale (Al) c’est-a-dire dans I’axe longitudinal de I’axone, 3) la
diffusivité radiale (A1) c’est-a-dire dans |’axe transversal de I’axone et 4) la diffusivité moyenne (DM)
qui est définie comme la moyenne de Al et AL, caractérisant le déplacement global des molécules
d’eau au sein d'un voxel . Afin de résoudre les problemes de
géométrie complexe au sein d’un voxel résultant notamment du croisement des fibres ou de la
séparation d’un tractus, il est possible d’augmenter le nombre de directions des gradients de diffusion

grace a la technique HARDI (« high angular resolution diffusion imaging »)

Pour finir, I'IRM de transfert de magnétisation (MTR, « magnetization transfer imaging »)
détecte quant a elle le signal des protons non-mobiles des macromolécules lors d'un échange
d’excitation de ces protons vers celle de I'eau. La MTR permet ainsi de caractériser |’état de la

matiere blanche en fournissant une estimation de son contenu en myéline

24 Le voxel correspond a un volume de tissu représenté par un pixel sur I'image et sur laquelle un test statistique est appliqué afin d’estimer si ce volume est

actif ou non
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ll. MATERIELS & METHODES

. Par conséquent, combiner la DTl et la MTR permet d’augmenter la spécificité et la

sensibilité de I'imagerie aux pathologies de la matiere blanche

Nos images ont été obtenues avec une IRM 3T (TIM Trio, Siemens healthcare, Erlangen,
Germany) associée a une antenne cou/moelle épiniere. La DTI synchronisée sur le rythme cardiaque
a été effectuée sur une séquence EPI (« echo-planar imaging ») simple pulse avec un encodage mono-
polaire. Huit coupes axiales ont été obtenues entre les verteébres C2-T2 mais I’acquisition avait était
optimisée pour les niveaux C5-T1. Les parametres étaient : FOV 128 mm, TR/TE 700/96 ms, voxel

1x1x5 mm?, R = 2, b-value 1000 s/mm?, 64 directions, 4 répétitions, temps d’acquisition de 10 min.

3-2. RAPPELS METHODOLOGIQUES

3-2-1. LA COURBE DE RECRUTEMENT

La courbe de recrutement est une courbe représentant I"amplitude des réponses en fonction

de lintensité de stimulation.

REFLEXE H & REPONSE M

Le réflexe H (Cf. figure 3) est une réponse EMG obtenue a travers |’activation de I'arc réflexe
monosynaptique entre les afférences du groupe la issues des fuseaux neuromusculaires et les
motoneurones-& innervant les muscles homonymes. Cette réponse peut étre évoquée suite a des
stimulations mécaniques tendineuses activant les fuseaux neuromusculaires (principe du réflexe
myotatique) ou des stimulations électriques sur le trajet de nerf mixte, outrepassant la sensibilité des
mécanorécepteurs. Lors de |'application de stimulus électrique de faible intensité, les afférences la
sont préférentiellement activées car leur diameétre est |[égerement plus grand et leur rhéobase plus
basse (inférieur a MT) que ceux des axones moteurs. Le réflexe H correspond ainsi a la réponse
motrice évoquée a travers |’activation monosynaptique des motoneurones-& par les volées
orthodromiques des afférences la. A intensité de stimulation croissante, |'amplitude du réflexe H
augmente en raison d’'une plus forte volée afférente recrutant plus de motoneurones-o (selon le
principe de Henneman). Quand lintensité du stimulus atteint MT, une réponse motrice directe
(réponse M) de courte latence et précédant le réflexe H apparait en raison des volées orthodromiques
produites par stimulation directe des axones moteurs. Au-dela de MT, I’'augmentation d’amplitude de
la réponse M jusqu'a son niveau maximal (Mmax) est associée a la réduction du réflexe H. Celle-ci
résulte de la collision antidromique consécutive a l’interaction entre les volées afférentes
orthodromiques et motrices antidromiques mais pas seulement. En effet, étant donné que la genese
de la réponse M est associée a |"activation des axones moteurs de gros diameétre, celles-ci ne sont pas
activées par les afférences la et n’interferent donc pas avec le réflexe H. D’autres mécanismes
peuvent ainsi modifier le recrutement des motoneurones et I'amplitude du réflexe H telles Iinhibition
pré-synaptique, I'inhibition Ib et I'inhibition récurrente
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La courbe de recrutement du réflexe H et de la réponse M refléte ainsi I"excitabilité des
afférences périphériques et des motoneurones : celle du réflexe H prenant I’allure d’une parabole et
celle de la réponse M suivant un modele sigmoide. Il a par ailleurs été montré que la phase

ascendante de la courbe de recrutement du réflexe H suit également un modele sigmoide

PEM
De maniére comparable, il est possible d’obtenir une courbe de recrutement du PEM (Cf.
figure 3) suite a l'application de TMS en regard de l'aire motrice primaire, et reflétant ainsi

I"excitabilité de la voie corticospinale. Cette courbe suit également un modele sigmoide

POINTS D’INTERET
Quelle que soit la courbe de recrutement considérée, le modele sigmoide permet de
modéliser a la fois la phase linéaire du rapport stimulus/réponse, mais également le comportement de
la courbe aux extrémités (début de la phase supraliminaire, phase infraliminaire)
. On distingue alors plusieurs points d’intérét (Cf. figure 3) : 'intensité seuil (Is) correspondant a
Iintensité permettant la geneése d’une réponse (H, M, PEM) dans I'EMG du muscle cible, la valeur au
plateau (Hmax, Mmax, PEMmax) correspondant a la réponse maximale, et I'intensité a la médiane (Iso)

correspondant a I'intensité permettant d’atteindre 50% de la réponse maximale.

RECRUTEMENT DES MOTONEURONES ET NORMALISATION

La courbe de recrutement du réflexe H permet de mesurer le degré d’excitation des
motoneurones-& par les afférences périphériques. En effet, pour des intensités de stimulation
inférieures @ MT (correspondant a la phase linéaire de la sigmoide ), les
afférences la recrutent les unités motrices selon le principe de Henneman. De maniére similaire, la
courbe de recrutement du PEM permet de mesurer le degré d’excitation des motoneurones-& par les
projections corticospinales . Uls est, quant a elle, associée a

I’activation des motoneurones et/ou neurones corticospinaux les plus excitables

La Mmax évoquée par la stimulation de tous les axones moteurs d’un nerf fournit quant a elle
une estimation de la réponse du noyau moteur. Mais celle-ci est surestimée car les fortes stimulations
vont également évoquer une activité EMG dans les muscles avoisinant le muscle cible. Si on ignore
ce point, la Mmax procure plusieurs avantages. Premierement, le ratio d’une réponse (H ou PEM) et
de Mmax fournit une estimation de la proportion de motoneurones déchargeant au sein du noyau
moteur. Deuxiémement, exprimer une réponse (H ou PEM) en pourcentage de Mmax permet de
réduire les variations inter- et intra-individus inhérentes aux sujets (peau, muscle, etc.) et aux
conditions de recueils (matériel, position des électrodes, etc.), permettant des comparaisons inter-

individus plus fiables
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3-2-2. LES REPONSES CONDITIONNEES

Ajuster la taille du réflexe H ou du PEM a la médiane de la phase linéaire de la courbe de
recrutement des motoneurones, permet d’apprécier les effets amplifiant ou réduisant leur enrélement
suite a la stimulation d’autres voies projetant directement ou indirectement sur ces derniers (Cf. figure
3). Ainsi, la taille de la réponse est comparée en |’absence (réponse test) et en présence (réponse
conditionnée) de volées conditionnantes d’origines diverses (stimulation périphérique, TMS),
évoquées a des intervalles interstimuli (ISI) permettant la convergence spatio-temporelle des deux

volées sur le noyau moteur cible ou a un niveau pré-motoneuronal

REFLEXE H CONDITIONNE

Dans une situation controle, les volées la évoquées par des stimuli d’intensités constantes
induisent la décharge de quelques motoneurones, produisant ainsi un réflexe H test. Si les
motoneurones sont au préalable dépolarisés par un PPSE conditionnant, la sommation des volées la
test et des PPSE va alors faire décharger les motoneurones précédemment excités en complément de
ceux recrutés lors du réflexe test. La taille du réflexe conditionné est par conséquent augmentée. De
maniére alternative, si les motoneurones recoivent un PPSI conditionnant, la méme volée la test n’est
alors plus capable de faire décharger les motoneurones recrutés en dernier lors du réflexe test. La

taille du réflexe conditionné est par conséquent réduite

PEM CONDITIONNE
De maniere comparable, le PEM peut étre utilisé comme une réponse test afin d’évaluer |'effet

de volées conditionnantes.

REPOS vS. CONTRACTION VOLONTAIRE

Au repos, le réflexe H peut étre enregistré au niveau de quelques muscles seulement. Une
|égére contraction volontaire permet de potentialiser le réflexe par les volées descendantes,
augmentant ainsi |’excitabilité des motoneurones proches du seuil de décharge et supprimant
Iinhibition Ib. Le réflexe H peut alors étre virtuellement enregistré dans tous les muscles. Tout comme
le réflexe H, le PEM peut étre enregistré au repos et sous faible contraction volontaire, permettant
ainsi d’élever I’excitabilité des motoneurones actifs au seuil de décharge, potentialisant la réponse et
focalisant les volées induites par la TMS sur les motoneurones suppléant le muscle cible. A noter que
le recrutement des motoneurones au cours d’une contraction volontaire est similaire pour les influx
corticospinaux et la. Le réflexe H et le PEM peuvent donc étre modifiés de maniere similaire par un

stimulus conditionnant

3-2-3. POTENTIELS EVOQUES SOMESTHESIQUES

Les PES sont définis par divers parametres : polarité, latence, topographie corticale,
comportement . L'identification des PES se fait selon une

nomenclature « polarité-latence » ou la polarité référe a I’électrode active (négative (P), positive (N))
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et la latence au point culminant moyen (en milliseconde post-stimulus) [Léger 2000]. A noter que
selon la référence d’enregistrement choisie (cérébrale ou extra-cérébrale) et la position de I"électrode
active par rapport a la source du potentiel (potentiel de champ proche ou lointain), cette
nomenclature peut étre inversée

L'utilisation de I'EEG, de la magnétoencéphalographie (MEG?), d’enregistrements intracérébraux,
ainsi que de diverses techniques d’imagerie (IRM fonctionnelle et tomographie par émission de
positons) ont permis la localisation des générateurs des PES. La stimulation électrique du nerf médian
au niveau du poignet est a |'origine de divers PES aux niveaux périphérique, spinal, sous-cortical

(avant 20 ms) et cortical (aprés 20 ms)

PERIPHERIQUE, SPINAL, SOUS-CORTICAL
Le potentiel N9 enregistré au point d’Erb reflete I'activité du plexus brachial (Cf. figure 3)
[Small dans Barber 1980; Anziska & Cracco 1983; Mauguiere et al. 1999; Léger 2000;
Niedermeyer & Lopes da Silva 2005]. En plagant une électrode au niveau des épines vertébrales
cervicales, il est possible d’enregistrer les potentiels spinaux N11 originaires des ganglions rachidiens
dorsaux ou de la colonne dorsale, N13 et N14 originaires du tronc cérébral [Anziska & Cracco 1983;

Mauguiere et al. 1999; Léger 2000; Mauguiére dans Niedermeyer & Lopes da Silva 2005].

CORTICAL PRECOCE
Les PES précoces sont associés a la perception sensorielle du stimulus [Halgren, Marinkovic,

& Chauvel 1998; Leger 2000]. lls sont caractérisés par des potentiels bi-phasiques de courte durée

apparaissant entre 20 et 35 ms, et sont générés au niveau de |'aire ST et du cortex frontal [Giblin

1964; Drechsler et Shahani dans Barber 1980; Mauguiere et al. 1997; Urbano et al. 1997; Mauguiere

dans Niedermeyer & Lopes da Silva 2005; Papadelis et al. 2011; Aspell, Palluel, & Blanke 2012;

Saradjian et al. 2013]. La latence des PES précoces peut étre modifiée selon les phases du sommeil

[Houzé et al. 2011]. On distingue les potentiels (Cf. figure 3) :

- N20 généré par les projections thalamo-corticales sur 'aire ST [Small dans Barber 1980; Anziska &
Cracco 1983; Bosch, Yamada, & Kimura 1985; Urbano et al. 1997; Mauguiere et al. 1999;
Hoshiyama & Kakigi 2001; Mauguiere dans Niedermeyer & Lopes da Silva 2005; Papadelis et al.
2011]

- P25 généré par les aires motrices/prémotrices [Urbano et al. 1997, Mauguiere et al. 1999;
Hoshiyama & Kakigi 2001; Mauguiére dans Niedermeyer & Lopes da Silva 2005; Papadelis et al.
2011]

- N30 généré par les aires M1 ou motrice supplémentaire

et pouvant résulter de projections
thalamo-corticales . Il a également été

suggéré qu’il soit associé a une inhibition intra-corticale GABAérgique

- P35 généré par le cortex précentral

25 A la différence de I'EEG, la MEG enregistre le champ magnétique (courant primaire) émis par les synapses corticales et n’est pas sensible aux propriétés

atténuantes du crane, permettant ainsi une localisation plus focale des générateurs de potentiels
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CORTICAL TARDIF

Les PES tardifs sont associés a une intégration cognitive en faisant intervenir d’autres structures
comme le cortex associatif et I’hippocampe s
dépendent des mécanismes mis en jeu dans |'attention sélective, la mémorisation, la comparaison a
une information antérieure et le choix d’une réponse comportementale adaptée . lls sont
caractérisés par des potentiels poly-phasiques de durée et d’amplitude plus grande que les PES
précoces, apparaissant apres 40 ms et associés a une transmission plus diffuse et poly-synaptique de

la réponse primaire a |'aire S2 et a |'aire associative (notamment entre 40 et 70 ms)

. Les comportements

attentionnels (niveau de vigilance et attention portée au stimulus), cognitifs

et la
fréquence de stimulation
renforcent les décharges neuronales de S2 et augmentent I'amplitude des PES tardifs,
alors que le sommeil déprime ces effets . On distingue les potentiels (Cf. figure
3):

- P45 généré par l'aire S2 et associative pariétale

- N60 généré par l'aire S2 bilatéralement

- P100 et N120 générés par les régions centrales et temporales

RELATION INTENSITE/REPONSE
Aucun PES n’est évoqué en-dessous de PT du nerf médian
. De PT a MT, I"'amplitude du potentiel N9 et des PES précoces augmente
. A MT, I'amplitude du potentiel N20 avoisine les 90% de son maximum, alors
que celui du potentiel N9 n’atteint que 35-50% du sien
. Au-dessus de 2xMT, I"'amplitude du potentiel N9 continue a augmenter
alors que celle de la N20 atteint un plateau
. Par comparaison a I"'amplitude du potentiel N9 qui augmente
de fagon linéaire probablement a travers le recrutement croissant des fibres nerveuses
, "'augmentation non-linéaire de I"amplitude du potentiel
N20 s’expliquerait par un recrutement différentiel des fibres nerveuses
ou par une synchronisation/amplification centrale
. Quant a la saturation, elle résulterait soit de la convergence des
volées afférentes aux relais centraux, provoquant une occlusion associée a la période réfractaire des

neurones relais
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, soit d'un phénomeéne d’inhibition récurrente

Les PES tardifs se comportent de maniere similaire aux PES précoces jusqu’a MT. Au-dela, ils
continuent d’augmenter sans saturer
bien que leur amplitude varie tres peu a partir de 1,5-2xMT
. Au-dela de 2xMT, I'amplitude des PES tardifs amorce une
réduction, mais ré-augmente aux intensités proches de la douleur 1l a été
suggéré que la différence de saturation entre les aires S1 et S2 résulterait du recrutement différentiel
des fibres AB myélinisées non-nociceptives pour aire S1 et des fibres Ad et C non-myélinisées
nociceptives pour |'aire S2 . Par
analogie au rat, il a également été suggéré que la diminution et la ré-augmentation d’amplitude des
PES tardifs résulterait de I’activation différentielle de deux sous-populations de neurones corticaux :
I"'une traitant les influx non-nociceptifs pour des stimuli inférieurs au seuil douloureux, et I'autre
traitant les influx nociceptifs pour des stimuli proches de la douleur
. De maniére alternative, la focalisation de l'attention sur les
stimulations douloureuses pourrait également renforcer les décharges de l'aire S2 et ré-augmenter
I’amplitude des PES tardifs

3-2-4. IRM

La FA est un marqueur de l'intégrité des faisceaux de fibres situés dans la matiéere blanche. La
réduction de la FA reflete donc la dégénérescence des faisceaux de fibres pouvant résulter de
I’augmentation de la AL (reflétant une démyélinisation), ou de la réduction de Al (reflétant une Iésion
axonale), ou bien encore de la combinaison des deux. En effet, la démyélinisation provoque moins
de restriction a la AL alors que les lésions axonales provoquent la désorganisation de I'axone qui
réduit la Al . A la différence de la FA qui mesure la
direction de la diffusion de I"eau, la DM mesure |'amplitude de la diffusion . La DM
est donc plus grande si elle est moins contrainte, reflétant ainsi la démyélinisation ou la

dégénérescence de |"axone. Seule la réduction de la MTR est spécifique a la démyélinisation

3-3. PRINCIPES EXPERIMENTAUX

Au cours de cette these, nous avons élaboré des protocoles afin d’étudier I'activité
électrophysiologique « pré-symptomatique » des motoneurones chez des patients SLA. Nous avons
ainsi exploré a l'étage cervical et lombaire l'activitt EMG des motoneurones suppléant des
musculatures proximales cliniquement non-atteintes (muscles triceps et quadriceps), recevant des
afférences sensitives issues de musculatures distales cliniquement atteintes (muscles intrinseques de la
main, flexor carpi ulnaris, tibial antérieur, soléaire). En complément, I'implication d’interneurones

spinaux a également été explorée. Au préalable, nous avons en outre étudié les PES évoqués a travers
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les afférences sensitives issues des muscles intrinseques de la main (cliniquement atteints). L’étude des
PES a été couplée a I'analyse des images d'IRM-DTI et de MTR. Les protocoles expérimentaux seront

développés dans le chapitre Résultats.

ETHIQUES ET PARTICIPANTS

Les études ont été menées sur des participants sains et patients SLA ayant donné au préalable
leur consentement écrit aux protocoles expérimentaux. Ces derniers ont été élaborés en accord avec
les dernieres modifications des lois bioéthiques francaises ainsi que la Déclaration d’Helsinki et ont
été approuvés par le comité de protection des personnes (CPP lle-de-France VI — Pitié-Salpétriere) et
I’agence nationale de sécurit¢é du médicament et des produits de santé (ANSM). Les criteres
d’inclusion étaient : SLA probable ou définie selon les criteres El Escorial, absence de symptome ou
de signe d’atteinte sensitive (tact normal, proprioception, nociception), absence de condition
médicale associée a une neuropathie périphérique (diabete, alcoolisme, neurotoxine, neuropathie,
compression nerveuse), évaluation clinique normale des muscles proximaux (test moteur, réflexe,

absence d’atrophie ou de fasciculation) et atteinte clinique des muscles distaux.

INSTALLATION

Au cours des investigations, les participants étaient confortablement installés dans un fauteuil.
Lors de I’exploration EEG, les participants étaient en position semi-allongée, les yeux fermés. Lors de
I"exploration EMG du muscle triceps, I'épaule était en légére abduction (60°), le coude semi-fléchi
(110°) et I"avant-bras en supination, supporté par I'accoudoir du fauteuil. Pour I'exploration EMG du
muscle quadriceps, la hanche était semi-fléchie (120°), le genou légerement fléchi (160°) et la
cheville en position neutre (100°). A chaque investigation ont été définis au préalable : 1) le membre
a explorer, du coté dominant (selon le test de latéralité d’Edinburgh) et/ou du coté de I'atteinte
clinique distale chez les patients, 2) les MT et PT des nerfs médian et ulnaire (au poignet et au
coude), radial superficiel et fibulaire, 3) 'lEMG développé lors de la contraction musculaire volontaire
maximale (MVC, « maximal voluntary contraction ») des muscles triceps et quadriceps, 4) la Mmax des

muscles triceps, quadriceps et soléaire.

3-4. ANALYSE DES DONNEES

Les données ont été analysées a posteriori (Signal Software, CED, Cambridge, UK) afin
d’extraire I'amplitude ou la surface des réponses. L'amplitude d’une réponse bi-phasique est définie
comme la différence entre le point le plus haut et le plus bas des pics constituant cette réponse. Si
cette réponse est monophasique, I"amplitude est définie comme la différence entre le point culminant
du pic et la ligne de base. La surface d’une réponse est quant a elle définie comme |'aire comprise
entre la ligne de base et la courbe du signal redressé, permettant notamment d’apprécier la
complexité d’'un signal poly-phasique. A noter que la ligne de base est définie sur I’activité moyenne

pré-stimulus.
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EMG

La surface des PEM issus d’'une méme série a été extraite en gardant toujours la méme fenétre
d’analyse (abscisses encadrant le début et la fin du PEM défini quand celui-ci croise la ligne de base)
apres que le signal EMG a été redressé et moyenné. Lors de la réalisation des courbes de recrutement,
chaque surface de PEM a été soustraite a la surface moyenne pré-stimulus et exprimée en
pourcentage de la surface moyenne pré-stimulus, puis moyennée. Pour les PEM conditionnés, chaque
surface de PEM conditionné a été exprimée en pourcentage de la surface moyenne du PEM test, puis

moyennée.

L'amplitude des réflexes H et des réponses M issues d’'une méme série a été extraite, de méme
que la valeur de Mmax. Pour étudier les courbes de recrutement, I'amplitude de chacune des réponses
a été exprimée en pourcentage de |'amplitude de Mmax, puis moyennée. Pour les réflexes H
conditionnés, chaque amplitude du réflexe H conditionné a été exprimée en pourcentage de
I’amplitude moyenne du réflexe H test, puis moyennée. Les moyennes arithmétiques sont indiquées +

I"écart-type de la moyenne (SEM, « standard error of the mean »).

EEG

Tous les tracés EEG issus d’une méme série ont été moyennés afin de différencier le signal
d’intérét de l'activité basale. Les latences des PES a leur point culminant, ainsi qu’a leur début (défini
quand ils croisent la ligne de base) ont été définies pour chaque tracé moyen. La déviation standard
(SD, « standard deviation ») de |'activité moyenne pré-stimulus ayant été définie au préalable, la
surface ou I"amplitude des PES de chaque tracé moyen a été exprimée en pourcentage de 2xSD. La
vitesse de conduction périphérique a été calculée selon le ratio de la distance entre les électrodes de
stimulation et le point d’Erb, et la latence du potentiel N9. La vitesse de conduction centrale a été
calculée selon le ratio de la distance entre le point d’Erb et le cortex pariétal, et la différence de

latence entre les potentiels N9 et N20.

METRIQUES D’IRM ANATOMIQUES

Les ROI, limitées a la région hémi-dorsale ipsilatérale au membre étudié, ont été
manuellement définies sur chaque coupe, chez chaque sujet, en utilisant des parameétres basés sur la
géométrie des codons de la moelle épiniere. Les tenseurs de diffusion et les métriques associées (FA,

Al, AL, DM) ont été estimés voxel par voxel dans ces régions, puis moyennés.

TEST DE STUDENT

Le test de Student (test-t) bidirectionnel est un test paramétrique permettant de comparer deux
échantillons indépendants ou appariés. Il est préalablement vérifié que la distribution des données
suit la loi normale et que les variances sont homogenes, sinon un test non-paramétrique de Mann-
Whitney est effectué. L'hypotheése H1 postulant qu’il existe une différence significative entre les deux
échantillons, est rejetée lorsque la valeur p est supérieure a 0,05 (représentant un intervalle de

confiance de 95% avec un risque d’erreur inférieur a 5%).

U1
U1
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ANALYSE DE LA VARIANCE

L'analyse de la variance (ANOVA, « analysis of variance ») est un test paramétrique permettant
de comparer les variations d’une variable (dite dépendante) sous influence d’autres variables (dites
indépendantes), pouvant éventuellement étre appliquées de maniéres répétées (ANOVA-MR, sur
mesures répétées). Il est préalablement vérifié que la distribution des données suit la loi normale et
que les variances soient homogenes, sinon un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis est effectué.
L'hypothése H1 postulant qu’il existe une différence significative et/ou une interaction entre les
variables dépendantes et indépendantes, est rejetée lorsque la valeur p est supérieure a 0,05
(représentant un intervalle de confiance de 95% avec un risque d’erreur inférieur a 5%). Dans le cas
ou I"hypotheése H1 est acceptée, il est alors possible d’effectuer des tests de comparaisons multiples.
Ces tests (dits post-hoc) se différencient par leur degré de conservation. Un test conservateur rend
moins probable la détermination d’une différence de données comme statistiquement significative.
Ainsi, le test de Bonferroni est plus conservateur que le test de Tukey. Un test de Dunn peut
également étre effectué uniquement dans le cas d’échantillon non-homogene (présentant des

données manquantes).

TEST DE CORRELATION DE PEARSON ET ANALYSE DE REGRESSIONS MULTIPLES

Le test de corrélation de Pearson est un test paramétrique permettant de mesurer la force
d’association entre deux variables. Il est préalablement vérifié que la distribution des données suit la
loi normale et que les variances soient homogenes, sinon un test non-paramétrique de Spearman est
effectué. L'hypothese H1 postulant qu’il existe une association significative entre ces variables, est
rejetée lorsque la valeur p est supérieure a 0,05 (représentant un intervalle de confiance de 95% avec
un risque d’erreur inférieur a 5%). De maniére comparable, I'analyse de régressions multiples est un
test paramétrique permettant de mesurer la force d’association entre une variable dépendante et
plusieurs variables indépendantes. Il est possible de quantifier la force d’association des variables
grace aux coefficients de corrélation (R) ou de régression ajustée (R?ajt) qui tient compte du nombre
de variable indépendant (degré de liberté). Ces coefficients fluctuent entre +1 et -1 indiquant une
parfaite association entre les variables qui varient dans le méme sens ou de maniéere opposée,
respectivement. En revanche un coefficient égal a 0 indique qu’il n’existe pas d’association entre les
variables selon le modele testé. En effet, bien que le modele de corrélation et de régression choisi par
défaut soit le modele linaire, il est possible d’utiliser d’autres modeéles (notamment logarithme

népérien) afin de mieux expliquer I’association des variables.
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Le projet avait pour but d’étudier les intégrations sensitives au niveau cortical et les
intégrations sensorimotrices au niveau spinal entre des afférences sensitives issues de musculatures
distales cliniquement atteintes, connues pour projeter de maniere hétéronyme sur les motoneurones

de musculatures proximales cliniquement non-atteintes.

4-1. ALTERATIONS DES AFFERENCES SENSITIVES

Dans un premier temps, nous avons étudié |'état des volées afférentes issues des muscles

intrinseéques de la main (cliniquement atteints).

4-1-1. ALTERATIONS ANATOMO-FONCTIONNELLES

L'étude consistait a évaluer les propriétés anatomiques et fonctionnelles des voies sensitives,
en combinant I'imagerie IRM-DTI et les PES. Vingt et un patients SLA (dont 5 femmes) dont la durée
de la maladie était de 26,6 + 3,6 mois depuis |"apparition des premiers symptdmes ont été comparés
a 21 participants neurologiquement sains, appariés en genre et en age (patients : 56,3 = 2 ans
compris entre 37 et 76 ans ; témoins : 56,6 + 2,1 ans compris entre 33 et 73 ans). Pour plus de
détails, se rapporter a larticle «

» (Cf. annexe 1).

ATTEINTES ANATOMIQUES

Dans la région correspondant a la colonne postérieure de la moelle épiniére, nous avons
observé chez les patients une augmentation significative des métriques AL et DM (test t : p < 0,05) et
I’absence de modification significative des métriques FA et Al (test t : p = 0,29 et 0,06,
respectivement). Par ailleurs, dans la région correspondant au tractus corticospinal latéral, nous avons
également observé chez les patients, une augmentation significative des métriques AL et DM (test t :
p < 0,01 et 0,05, respectivement), ainsi qu’une réduction significative de la FA (test t : p < 0,05)

associée a I’absence de modification significative de la Al (testt : p = 0,42).

Ces résultats révelent ['existence d’altérations anatomiques de la moelle épiniére chez les
patients a travers une démyélinisation et/ou une dégénérescence des tractus fibreux sensitifs et

moteurs.

ATTEINTES FONCTIONNELLES

Les nerfs médian et ulnaire ont été stimulés au poignet a une intensité ajustée a 9xPT afin
d’évoquer des volées dans les afférences issues de la main, et enregistrés au point d’Erb et dans I'EEG
en regard de I'aire S1. Trois sessions d’enregistrement ont été effectuées, chacune consistant en 200

stimuli du nerf médian et 200 stimuli du nerf ulnaire (2 Hz), alternés au hasard.
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Le PT des nerfs médian et ulnaire était comparable entre les groupes (test t : p = 0,93 et 0,73,
respectivement) alors que le MT était significativement augmenté chez les patients et uniquement
pour le nerf ulnaire (testt : p < 0,05 et p = 0,12 pour le nerf médian). L'amplitude brute des potentiels
N9 et N20 qui tendait a étre réduite chez les patients |’est significativement apres la normalisation par
rapport a 2SD (test t : N9 p < 0,01 et 0,001 pour les nerfs médian et ulnaire, respectivement ; N20 p
< 0,05). Aucune corrélation n’a été observée entre I"amplitude des potentiels N9 et N20 (Pearson : p
= 0,67). La latence au point culminant des potentiels N9 et N20 était similaire entre les groupes (test t
: 0,25 < p < 0,93), tout comme la vitesse de conduction périphérique (test t : p = 0,56 et 0,32 pour
les nerfs médian et ulnaire, respectivement). En revanche, la vitesse de conduction centrale a été
trouvée significativement réduite chez les patients, uniquement pour le nerf médian (test t : p < 0,05

et p = 0,08 pour le nerf ulnaire).

Ces résultats révelent I'existence d’altérations fonctionnelles des voies sensitives périphériques

et centrales, a travers une atteinte des afférences et/ou des noyaux relais.

CORRELATIONS

Il a été montré a travers I'analyse de régression multiple une relation significative entre le
potentiel N9 des nerfs médian et ulnaire et les métriques d’'IRM-DTI (AL, p = 0,05 pour le nerf
médian mais p = 0,10 pour le nerf ulnaire ; DM 0,02 < p < 0,03), mais pas avec le potentiel N20
(0,06 < p < 0,24). Par ailleurs, une relation significative a été observé pour le nerf médian entre la
vitesse de conduction centrale et AL (p < 0,05) et DM (p < 0,01). Aucune relation n’a été constatée
entre les métriques anatomiques (AL, DM), électrophysiologiques (potentiels N9, N20) et les données
cliniques associées aux performances motrices manuelles (score clinique, test musculaire et nine hole
peg test ; 0,27 < p < 0,79). Uanalyse de corrélation de Pearson a révélé que I"amplitude du potentiel
N20 des nerfs médian et ulnaire était significativement réduite avec la durée de la maladie (R?= 0,15
et 0,17, respectivement ; p < 0,05), alors que celle du potentiel N9 Iétait uniquement avec le nerf
médian (R>= 0,19, p < 0,05 ; R?=-0,05, p = 0,74 pour le nerf ulnaire). En revanche, aucune relation

significative n’a été observée entre la durée de la maladie et les métriques IRM-DTI (p > 0,3).

Ces résultats révélent, d’une part, I'existence d’atteintes anatomo-fonctionnelles des afférences
périphériques cheminant a travers la moelle épiniére avant toute connexion synaptique sur les
neurones des noyaux relais et, d’autre part, que les atteintes sensitives sont associées a la durée de la
maladie. Par ailleurs, I"absence de corrélation entre les atteintes sensitives et motrices suggére leur

altération indépendante et/ou asynchrone.

CONCLUSION

Nos résultats indiquent que les volées évoquées dans les fibres sensitives issues de la main
sont altérées chez les patients, et caractérisées par une atteinte précoce mais moindre par rapport a
celle des voies motrices, et progressant avec I"évolution de la maladie. En effet, les modifications des
métriques anatomiques dans la colonne dorsale sont moindres, comparées a celles de la colonne
latérale. De plus, la réduction des PES étant corrélée avec la durée de la maladie, elle reflete

I"évolution progressive des atteintes sensitives.
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figure 4 : Signal EEG moyen exprimé en pourcentage de 2SD pré-stimulus. participants sains ; patients SLA

tableau | : Latence des PES et activité EEG pré-stimulus moyenne. Aucune différence significative n'a été constatée dans les latences de début et du
point culminant (pic) des PES, ni dans I'activité EEG pré-stimulus entre les groupes. participants sains ; patients SLA

Latence (ms) EEG pré-stim. (mV)

N9 fin N9 N20 P25 N30 P35 N60 P100 P120 fin P120 point d’Erb cortex pariétal
_§ début 9,1+0,2 |12,4+0,2 | 16,0+0,2 | 21,2+0,3 | 26,6+0,4 | 33,0+0,5 | 43,8+0,9 | 65,7+0,9 | 100,7+1,2 | 127,0+1,6
3 9,2+0,2 |12,7+0,3 |16,4+0,2 | 21,9+0,3 | 27,2+0,6 | 33,3+0,4 | 46,3+1,2 |65,5+1,0 | 99,8+1,5 |128,5+2,0| |1,3E-03+1,8E-04 | 4,0E-04+3,2E-05
E pic 10,7+0,2 19,0+0,4 |23,5+0,4 | 29,1+0,4 | 37,8+0,8 | 55,0+1,2 | 76,3+1,9 | 113,5+2,8 2,1E-03+4,2E-04 | 5,0E-04+5,0E-05
2 10,7+0,2 19,4+0,3 | 24,0+0,4 | 30,2+0,5 | 39,1+0,1 | 55,7+1,1 | 79,0+1,8 | 111,4+1,9
Q début 9,6+0,2 |12,9+0,3 | 16,2+0,3 | 21,2+0,4 | 27,0+0,5 | 35,7+0,7 | 51,8+07 |68,7+£0,8 | 102,3+1,4 | 127,9+1,4
s 9,7+0,2 |12,9+0,3 |16,7+0,3 | 22,2+0,4 | 27,5+0,5 | 35,1+0,7 | 50,0+1,2 | 67,9+0,6 | 103,3+1,5 | 128,1+2,0 | | 1,2E-03+1,6E-04 | 4,1E-04+2 9E-05
; pic 11,2+0,2 18,7+0,4 |23,5+0,4 | 30,1+0,6 | 42,7+1,2 | 60,8+0,9 | 78,3+1,7 | 113,1+1,8 2,5E-03+6,7E-04 | 5,0E-04+4,4E-05
2 11,0+0,2 19,1+0,4 | 23,9+0,5 | 30,6+0,7 | 42,5+1,6 |60,0+1,0 | 77,9+1,3 | 117,7+2,0
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figure 5 : Réduction de surface des PES chez les patients SLA exprimée en pourcentage de la surface du potentiel N20 moyen des participants
sains. Bien que la réduction de chaque potentiel ait été observée chez les patients SLA, celle-ci est comparable a la réduction du potentiel N20 pour les

PES précoces alors que la réduction est renforcée pour les PES tardifs. * p < 0,05
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L'altération des voies sensitives est caractérisée par une perte axonale (probablement ceux a
vitesse de conduction lente) et I’absence de démyélinisation. En effet, la réduction d’amplitude des
potentiels N9 et N20 n’est pas associée a une modification de leur latence. Ainsi, la réduction en
myéline de la colonne dorsale observée par IRM-DTI (entre les vertebres C2-T2) et sa corrélation avec
le potentiel N9 mais pas N20, peut directement résulter d’une perte axonale et non d'une
démyélinisation des fibres périphériques cheminant dans la colonne dorsale?. De plus, compte-tenu
de I"absence de modification de la latence des potentiels, la réduction de la vitesse de conduction
centrale?” résulterait d’une atteinte au travers des afférences périphériques de la moelle épiniére et/ou
des relais pontiques et thalamiques et de leurs projections. Etant donné que la vitesse de conduction
périphérique?8 qui reflete la vitesse de conduction uniquement des afférences périphériques n’a pas
été trouvée modifiée, la réduction de la vitesse de conduction centrale résulte probablement d’une
atteinte des neurones relais. Pour conclure, bien qu’aucune corrélation n’ait été trouvée entre la
réduction des potentiels N9 et N20, il est légitime de penser que la réduction du potentiel N20
résulterait de la réduction du potentiel N9 a travers la perte axonale des afférences périphériques et/

ou l’atteinte des neurones relais.

Quant aux seuils nerveux, l'augmentation du MT chez les patients peut traduire une perte
motrice a travers |'atteinte nerveuse et/ou musculaire alors que I’absence de modification du PT

traduit I’absence de perte de la sensibilité.

4-1-2. ALTERATIONS DES PES PRECOCES ET TARDIFS

L'étude consistait a évaluer I'ensemble des PES précoces et tardifs. Cette investigation a été
réalisée a partir des données EEG normalisées par rapport a 2SD acquises chez les patients SLA et

participants sains de I’étude 4-1-1.

Aucune différence significative de I'activité EEG pré-stimulus n’a été constatée entre les
groupes pour les nerfs médian et ulnaire (Cf. figure 4, test t : point d’Erb 0,06 < p < 0,08 ; cortex
pariétal 0,08 < p < 0,12). l'absence d’interaction entre la latence des potentiels (a leur début et a leur
point culminant) et le groupe, que ce soit pour les nerfs médian et ulnaire (ANOVA 2-facteurs :
groupe 0,15 < p < 0,99 ; potentiel p < 0,001 ; interaction 0,32 < p < 0,88), permet d’effectuer
I’analyse de la surface des potentiels sur des fenétres communes aux 2 groupes et définies a partir des
latences moyennes de chaque nerf (Cf. tableau I). La différence de surface entre les groupes,
exprimée en fonction du potentiel N20 des témoins, a révélé une réduction significative des PES pour
chaque nerf chez les patients (Cf. figure 5, Kruskal-Wallis : p < 0,001). De plus, des comparaisons

multiples ont révélé que la réduction de surface des potentiels N9 et des PES précoces était similaire

26 L a stimulation des nerfs médian et ulnaire cheminant au niveau du poignet évoque des volées dans les afférences sensitives issues de la main. Ces volées vont
ainsi remonter le long des nerfs du bras jusqu’au point d’Erb ol sera enregistré le potentiel périphérique N9. Au-dela de ce point, les afférences nerveuses
vont pénétrer dans la moelle épiniére et continuer leur ascension au tronc cérébral ot elles feront synapse sur les noyaux de la colonne dorsale. Ces derniers
vont ensuite décusser et projeter aux noyaux thalamiques qui projetteront a leur tour sur les cellules pyramidales de la couche IV de I'aire S1 ou sera
enregistré le potentiel central N20. Par conséquent, la portion spinale traversée par les volées afférentes jusqu’aux noyaux relais du tronc cérébral véhiculent
un influx purement périphérique (équivalent par extension au potentiel N9), alors que le potentiel N20 résulte du passage de l'influx périphérique dans la

moelle épiniére et au travers les deux noyaux relais.
%7 Définie selon la distance entre la vertébre C7 et le cortex pariétal, et la différence entre la latence des potentiels N9 et N20.

28 Définie selon la distance entre les électrodes de stimulation et la vertebre C7, et la latence du potentiel N9.
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= médian tableau Il : Latence des PES et activité EEG pré-stimulus moyenne chez les participants sains.
& ulnaire
Aucune différence significative de I'activité EEG pré-stimulus n'a été observée ente les intensités. En revanche, la latence des PES a
leur point culminant (pic) ainsi qu'a leur début a été trouvée modifiée entre les intensités. 1,5xPT ; 3xPT; 0015 9xPT
Latence imsi EEG iré-stim. imVl
9,2+0,3 [12,8+0,4 |17,8+0,6 | 21,3+0,4 | 27,4+0,5 | 34,2+1,1 | 47,5%¥1,6 | 63,5+1,4 | 91,0£3,1 | 116,2+3,8
; 9,3+0,2 [12,7+0,2 | 16,7+0,3 | 20,4+0,3 | 26,0+0,4 | 34,2+1,1 | 48,0+1,6 | 65,6+1,0 | 95,3+2,9 |117,6%3,6
B 9,0+0,2 |12,1+0,2 | 16,2+0,2 | 20,3+0,3 | 26,0+0,5 | 32,6+0,7 | 45,3+1,4 | 64,3+0,9 | 99,2+2,4 |128,6+1,5 1,08-03£1,4E-04 | 5,5E-04+3,88-05
c
< 8,8+0,2 [12,0+0,2 | 16,0+0,2 | 20,1+0,3 | 25,4+0,5 | 32,4+0,6 | 42,6+0,9 | 62,9+0,8 | 97,0+2,2 | 128,1+2,0
E 9,3E-04+9,2E-05 | 5,4E-04+2,7E-05
£ 11,3+0,3 19,0+0,4 | 23,2+0,6 | 30,2+0,9 | 38,9+1,0 | 54,1+2,1 | 74,7+1,3 | 89,6+2,1
E 9,9E-04+1,2E-04 | 5,5E-04+3,4E-05
c o 10,8+0,2 18,5+0,4 | 23,0+0,5 | 29,6+0,7 | 39,1+1,4 | 57,0£1,9 | 73,0+1,4 | 89,4+2,6
a 9,1E-04+8,0E-05 | 5,6E-04+2,9E-05
10,5+0,1 18,3+0,3|21,9+0,3|28,4+0,5|37,9£1,2 | 56,5+1,2 | 73,9+1,9 |113,4+2,3
10,2+0,1 17,9+0,4 | 22,4+0,4 | 28,4+0,7 | 37,1+0,7 | 50,8+1,9 | 76,0+3,0 | 113,2+2,8
8,2+0,5 |11,0+0,4 |18,7+0,8 | 23,4+1,0 | 30,6+0,9 |42,0+1,5|58,0+1,2 | 71,3+0,8 | 101,1+4,5|120,8+5,0
5 (10,0£0,2|13,2+0,5 |17,7+0,4 | 21,1+0,4 | 28,8+1,0 | 36,9+1,3 | 52,5+1,2 | 69,1+0,8 | 98,6+3,7 | 121,6+3,6
Qo
% 9,6+0,2 |13,2+0,2 {17,2+0,3|21,1+0,4 | 26,7+0,5|35,4+1,0 | 50,0+1,4 | 67,2+1,1 | 98,9+2,6 | 122,2+2,0 9,2E-04£9,2E-05 | 5,7E-04+4,4E-05
[}
E 9,6+0,2 1 13,2+0,2 |17,5+0,3 | 21,0+0,3 | 26,7+0,6 | 34,0+0,6 | 42,8+1,3 | 65,8+0,9 | 98,4+2,3 | 126,4+2,8 8,5E-04+9,4E-05 | 5,5E-04+3,8E-05
E 10,6+0,4 20,7+0,9 | 25,6+1,0 | 34,7+1,2 | 50,9+2,2 | 64,6+1,6 | 79,3+1,1 | 92,8+2,3
© 9,7E-04+9,4E-05 | 5,9E-04+3,2E-05
< o 11,4+0,3 19,0+0,3 | 23,4+0,6 | 32,6+1,1 | 46,3+1,6 | 63,0+1,1 | 74,1+0,9 | 95,7+3,3
2 : ) ) _
11,2+0,2 19,4+0,4 | 23,1+0,4|30,7+0,6 | 42,8+1,7 | 60,1+1,0 | 77,6+1,9 | 110,5£3,2 9,4E-04£1,1E-04 | 5,4E-043,2E-05
11,2+0,2 19,2+0,3 | 22,8+0,5 | 30,8+0,7 | 38,1+0,9 | 57,2+1,5 | 76,4+2,9 | 110,8+2,2
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figure 6 : Evolution de la surface des potentiels N9, N20 et N60 en fonction de I'intensité de stimulation et exprimée en pourcentage de la surface
du potentiel respectif a 1,5xPT.

Les modeéles de régression indiquent que le potentiel N9 suit un modele linaire et que les potentiels N20 (uniquement pour le nerf médian) et N60 suivent
un modeéle logarithme népérien. N9 ; N20 ; N60
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a celle du potentiel N20 pour les 2 nerfs (Tukey : p > 0,05), alors que la surface des PES tardifs N60
pour les 2 nerfs et P100 uniquement pour le nerf ulnaire était significativement plus réduite (Tukey : p
< 0,05).

Ces résultats révelent I'existence d’une altération de I'ensemble des PES chez les patients en
I’absence de démyélinisation. De plus, la réduction des PES tardifs apparait plus importante que celle

de du potentiel N9 et des PES précoces.

CONCLUSION

En complément des résultats de I’étude 4-1-1, nous montrons ici que les PES précoces et
tardifs sont également altérés chez les patients des le stade précoce de la maladie. Cette réduction
exprimée en fonction du premier potentiel cortical N20 a permis de mettre en évidence une
similitude dans la réduction des volées afférentes (N9) et des PES précoces de Iaire S1, alors que la
réduction des PES tardifs de |'aire S2 est amplifiée en comparaison a ces derniers. Nos résultats
suggerent que la réduction des PES précoces semble étre dépendante de la réduction des volées
afférentes, alors que celle des PES tardifs semble impliquer des atteintes supplémentaires. Il est donc
|égitime de s’interroger sur la relation entre la taille des volées afférentes et celle des PES afin de
clarifier si la réduction des PES observée chez les patients est uniquement le fait de la réduction du

potentiel N9 et/ou de I'implication d’atteintes cortico-sous-corticales.

4-1-3. EVOLUTION DES PES SELON L’INTENSITE DE STIMULATION

L'étude consistait a étudier la relation entre l'intensité de stimulation et la taille des PES.
Quinze participants neurologiquement sains (dont 6 femmes) d’age moyen 31,7 + 2,3 ans, compris
entre 22 et 49 ans ont participé a cette étude. Lors de I'investigation, les nerfs médian et ulnaire ont
été stimulés au poignet a une intensité ajustée a 1,5, 3, 6 et 9xPT afin d’évoquer des volées dans les
afférences issues de la main, et enregistrées au point d’Erb et dans I'EEG en regard de I'aire S1. Trois
sessions d’enregistrement ont été effectuées par intensité, chacune incluant 200 stimuli du nerf

médian et 200 stimuli du nerf ulnaire (2 Hz), alternés au hasard.

Aucune différence significative de I"activité EEG pré-stimulus n’a été constatée pour les 2 nerfs
(ANOVA 1-facteur MR : point d’Erb 0,31 < p < 0,59 ; cortex pariétal 0,45 < p < 0,84). L'existence
d’une interaction significative entre la latence des potentiels (a leur point culminant et a leur début) et
I'intensité de stimulation, que ce soit pour les nerfs médian et ulnaire (ANOVA 2-facteurs MR : sujet
0,006 < p < 0,21 ; intensité 0,001 < p < 0,34 ; potentiel p < 0,001 ; interaction p < 0,001), permet
d’effectuer I'analyse de la surface des potentiels sur des fenétres adaptées a chaque intensité et
définie a partir des latences moyennes de chaque nerf (Cf. tableau II). La comparaison de la surface
des potentiels, exprimée en fonction de leur surface a 1,5xPT, a montré une interaction significative
entre les potentiels et I'intensité de stimulation pour les 2 nerfs (ANOVA 2-facteur MR : intensité p <
0,001 ; potentiel p < 0,001 ; interaction p < 0,001). De plus, le modeéle de régression linéaire
multiple a révélé que (Cf. figure 6) le potentiel N9 suit un modele linéaire (p < 0,001, R?ajt = 0,38 et

0,40 pour les nerf médian et ulnaire respectivement), le potentiel N20 suit un modéle logarithmique
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népérien uniquement pour le nerf médian (p < 0,001, R?ajt = 0,43 et p = 0,33 pour le nerf ulnaire), le
potentiel N60 suit également un modele logarithmique népérien (p = 0,007, R%ajt = 0,13 et p <

0,001, R?ajt = 0,31 pour les nerfs médian et ulnaire, respectivement).

Ces résultats révelent I'existence d’une relation intensité/réponse différente pour les potentiels
N9, N20 et N60.

CONCLUSION

Nos résultats révelent qu’a une intensité de stimulation ajustée a 9xPT, le potentiel N9
continue de croitre linéairement, alors que les potentiels N20 et N60 ont déja atteint un plateau vers
6xPT et 3xPT, respectivement. Ainsi, bien que les potentiels N20 et N60 aient en théorie un lien avec
le potentiel N9, il semble que les PES corticaux ne dépendent pas uniquement de la volée afférente
périphérique, mais aussi des structures sous-corticales (noyaux de la colonne dorsale et thalamique)
et cortico-corticales (projections entre aires corticales). Par ailleurs, I’évolution des potentiels est
quelque peu différente pour le nerf ulnaire avec un potentiel N20 plus faible et un potentiel N60 plus

grand que ceux du nerf médian.

En complément des résultats de I’étude 4-1-3, nous confirmons que la réduction du potentiel
N9 résulte de I'atteinte des afférences périphériques, et que la réduction des PES précoces et tardifs
est associée a I'atteinte des structures corticales et sous-corticales chez les patients. En effet, étant
donné que le potentiel N9 suit un modeéle linéaire, si les volées afférentes diminuent, le potentiel N9
diminue également. Par conséquent, la réduction du potentiel N9 observé chez les patients a 9xPT
reflete une réduction des volées afférentes a travers une perte axonale. Les potentiels N20 et N60
suivent, pour leur part, un modéle logarithmique et ont atteint un plateau a 9xPT. lls sont donc moins
sensibles a la diminution des volées afférentes. Par conséquent, la réduction des potentiels N20 et
N60 observée chez les patients a 9xPT refléte une atteinte des relais pontique et/ou thalamique et/ou
des aires corticales. Par ailleurs, nous avons montré précédemment que la réduction des PES tardifs
est plus importante que celle du potentiel N20. Ceci suggere une amplification de la réduction entre
les aires ST et S2 (bien que la réduction des PES précoce soit comparable a celle de la N20, elles

tendent a augmenter) et/ou une atteinte plus importante de l'aire S2.

4-2. ALTERATIONS DES INTEGRATIONS SENSORIMOTRICES AU NIVEAU SPINAL

Dans un second temps, nous avons étudié |’excitabilité des motoneurones du triceps
(cliniquement non-atteint) sur lesquels projettent les afférences du groupe la issues des muscles

intrinséques de la main (cliniquement atteints).

4-2-1. ATTEINTES DE LA CONNEXION IA-MOTONEURONES

L'étude consistait a évaluer les intégrations sensorimotrices a travers la connexion
monosynaptique la-motoneurone. Cette investigation a été réalisée le méme jour et sur les mémes

patients SLA et participants sains de |’étude 4-1-1. Pour plus de détails, se rapporter a larticle
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« » (Cf. annexe

ETAT DES MOTONEURONES DU TRICEPS

La TMS a été appliquée en regard de |’aire M1 afin d’évoquer des PEM dans I'lEMG du muscle
triceps lors d’une contraction tonique équivalente a 10-15% MVC. Dix TMS (0,33 Hz) ont été
délivrées a des intensités successives selon un pas de 2% MSO afin de produire une courbe de

recrutement du PEM.

Aucune modification de l'activité EMG pré-stimulus n’a été observée entre les groupes (test t :
p = 0,16). La latence et la durée des PEM étaient similaires entre les groupes (Mann-Whitney : p =
0,73 et test t : p = 0,78, respectivement). Les courbes de recrutement du PEM (surface exprimée en
fonction de 'EMG pré-stimulus) ont montré chez les patients une augmentation significative de I’AMT
et de I'lso (test t : p < 0,001), alors que la pente et le PEMmax étaient comparables entre les groupes
(Mann-Withney : p = 0,64 et 0,11, respectivement). Par ailleurs, un test de corrélation n’a pas révélé
de lien entre I’AMT et les métriques d'IRM-DTI (Pearson : 0,12 < p < 0,87).

Ces résultats indiquent que les motoneurones d’un muscle cliniquement non-atteint sont
recrutés par la voie corticospinale de maniere comparable aux témoins, bien que le décalage de la
courbe de recrutement des patients vers la droite suggére une augmentation du seuil d’excitation du
cortex moteur afin d’évoquer un PEM comparable aux témoins. De plus, le tractus corticospinal ne

présente pas de démyélinisation.

EXCITABILITE CORTICALE
Il est établi que la TMS sous-liminaire pour évoquer un PEM a pour effet de supprimer
I"activité EMG a travers |'activation d’interneurones corticaux inhibiteurs. Cette phase est suivie d’une

facilitation rétablissant I’activité EMG

Nous avons observé chez les patients une augmentation significative de la suppression par la
TMS sous-liminaire pour évoquer un EMG, sans modification de la facilitation qui suit (test t : p <
0,001 et p = 0,27, respectivement). Par ailleurs, aucune modification n’a été constatée concernant le
seuil évoquant cette dépression (Mann-Withney : p = 0,71), la latence de ces effets (test t : inhibition
p = 0,08 : facilitation p = 0,23) et la durée de la facilitation (Mann-Withney : p = 0,51) chez les

patients.

Ces résultats révelent l’existence d’une hypoexcitabilité a I'étage cortical associée a un

renforcement de l'inhibition a travers les interneurones corticaux inhibiteurs.

CONVERGENCE DES VOLEES PERIPHERIQUES ET CORTICOSPINALES SUR LES MOTONEURONES
DU TRICEPS

La TMS, ajustée afin d’évoquer un PEM équivalent a 50% du PEMmax dans 'EMG du muscle
triceps, a été conditionnée par la stimulation des nerfs médian et ulnaire au poignet, a une intensité

ajustée a 6xPT afin d’évoquer des volées dans les afférences du groupe la issues des muscles
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intrinséques de la main. L'ISI théorique de convergence des volées du groupe la et corticospinales sur
les motoneurones du triceps a été estimé en calculant la différence entre les temps de conduction
périphérique et centrale, préalablement définie par la mesure des distances chez chaque sujet et des
vitesses de conduction nerveuse. Les ISI expérimentaux ont ensuite été choisis selon ces estimations,
démarrant entre 6 et 8 ms et réduits selon un pas de 0,5-1 ms afin de déterminer I'ISI optimal le plus
court afin de produire un PEMconditonns résultant de la sommation des volées corticospinales et
périphériques sur les motoneurones du triceps. Pour chaque ISI testé, 20 TMS appliquées seules, 20
TMS combinées a la stimulation du nerf médian et 20 TMS combinés a la stimulation du nerf ulnaire
ont été délivrés (0,33 Hz) et alternés au hasard lors d’une contraction tonique du muscle triceps
équivalente a 10-15% MVC.

Malgré le fait que le PEMs: (ajusté a Iso) était plus petit chez les patients (test t : p < 0,05), la
facilitation totale et le maximum de facilitation ont été trouvés renforcés, mais de maniere
significative seulement pour le nerf ulnaire (testt : p < 0,05 et 0,18 < p < 0,27 pour le nerf médian).
Aucune corrélation n’a été trouvée entre la taille du PEMes: et le niveau de facilitation (Pearson : p =
0,24 et 0,39 pour les nerfs médian et ulnaire, respectivement). Par ailleurs, nous avons constaté que
I"ISI théorique de facilitation du PEM était similaire entre les groupes (ISImoyen= 6,8 = 0,1 ms ; test t : p
= 0,43) tout comme I'ISI expérimental, plus précoce mais de durée similaire (-2,2 + 0,2 ms ; test t :

0,28 < p < 0,71). La Mmax a été trouvée significativement réduite chez les patients (test t : p < 0,001).

Ces résultats révelent I'existence d’une hyperactivité de la connexion la-motoneurones du

triceps a travers les volées afférentes périphérique qu’ils recoivent.

CONCLUSION

Nos résultats révelent chez les patients que le recrutement des motoneurones d’un muscle
cliniquement non-affecté par les volées corticospinales est similaire aux témoins. En effet, |’absence
de modification de la pente et du PEMmax de la courbe de recrutement du PEM indique que
I’excitabilité et le nombre total de motoneurones recrutés sont comparables, respectivement. De plus,
I’absence de modification des latences et durées des PEM suggere I'absence d’atteinte du tractus
corticospinal (du moins concernant le tractus projetant aux motoneurones du triceps, puisque
I"altération des métriques d'IRM-DTI concerne le cordon latéral global). En revanche, I"augmentation
de I'AMT et de I'lsp chez les patients indique une hypoexcitabilité corticospinale. L'absence de
corrélation entre I’AMT et les métriques d'IRM-DTI suggere que I"augmentation de I’AMT n’est pas
associée a |'atteinte du tractus corticospinal. Nous apportons en plus la preuve d’un renforcement de
I'inhibition corticale a travers les interneurones inhibiteurs corticaux, expliquant ainsi la nécessité de
stimuler plus fort le cortex moteur pour évoquer un PEM comparable aux témoins.

Etant donné le recrutement normal des motoneurones du triceps chez les patients, I’étude des
PEM conditionnés par des volées afférentes périphériques altérées issues des muscles intrinseques de
la main (Cf. 4-1-1) révele I'hyperactivité des motoneurones a travers la connexion monosynaptique
la-motoneurone. L'absence de modification des ISI théoriques et expérimentaux entre les groupes

révele I'absence de démyélinisation et/ou d’altération de la transmission synaptique. Par ailleurs, bien
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que le PEMiest soit plus petit chez les patients, I'absence de corrélation entre le PEMees et la facilitation

du PEMconditionné indique que cette hyperactivité a probablement été sous-estimée.

Bien que I"absence de modification du PEMmax chez les patients suggere I’absence de perte
des motoneurones, la réduction du Mmax du muscle triceps suggere I'inverse. De maniére alternative,
cette derniére peut également refléter une perte musculaire, bien que ce ne soit pas le cas ici
(évaluation clinique positive). La modification du Mmax doit étre interprétée avec précaution étant
donné que les stimuli supra-maximaux peuvent induire des courants pouvant se propager aux
rameaux nerveux avoisinants, parasitant ainsi I'EMG du muscle cible par la contraction des muscles

proches.

Pour conclure, nos résultats révelent une hyperactivité des motoneurones a travers la
connexion la-motoneurone malgré la réduction des volées périphériques issues d'un muscle
cliniquement atteint. Cette hyperactivité peut résulter d’une hyperexcitabilité ou d’une
hyperexcitation des motoneurones. L'hyperexcitabilité (intrinseque) semble improbable étant donné
I’absence d’hyperactivité des motoneurones en réponse aux volées corticospinales (celle-ci se
traduirait par une pente plus abrupte de la courbe de recrutement du PEM). L'hyperexcitation
(extrinseque) en réponses aux afférences périphériques semble plus probable, a travers une
hyperactivité de la synapse la-motoneurone mais également du systeme propriospinal controlant

I’activité de celle-ci.

4-2-2. ATTEINTES DES INTERNEURONES SPINAUX CERVICAUX ET LOMBAIRES

Dans un troisieme temps, nous avons évalué |’excitabilité des motoneurones du triceps et du
quadriceps (cliniquement non-atteints) sur lesquels projettent diverses afférences périphériques issues

des muscle distaux (cliniquement atteints) des membres supérieurs et inférieurs.

L'étude consistait a étudier I'activité d’interneurones excitateurs et inhibiteurs localisés entre
les afférences périphériques et les motoneurones, a I'étage cervical et lombaire. Vingt-six patients SLA
(dont 4 femmes) dont la durée de la maladie était de 18,8 + 2,6 mois depuis I'apparition des premiers
symptomes ont été comparés a 22 participants neurologiquement sains appariés en genre et en age
(patients : 62,2 = 1,8 ans compris entre 47 et 78 ans ; ttmoins : 61,4 = 1,6 ans compris entre 44 et 75
ans). Tous les patients, sauf 7 étaient traités au riluzole. Les derniers sujets de cette étude seront inclus

avant la soutenance.

ETAT DES MOTONEURONES DU TRICEPS

La TMS a été appliquée en regard de |’aire M1 afin d’évoquer des PEM dans I'lEMG du muscle
triceps lors d’une contraction tonique équivalente a 10-15% MVC. Dix TMS (0,33 Hz) ont été
délivrées a des intensités successives selon un pas de 2% MSO afin de produire une courbe de

recrutement du PEM.

L'EMG pré-stimulus et la MVC étaient similaires entre les groupes (Mann-Whitney : p = 0,93
et 0,81, respectivement). De plus, aucune modification de la latence et de la durée des PEM n’a été

constatée (test t : p = 0,57 et 0,31, respectivement). Les courbes de recrutements du PEM (surface
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figure 7 : Courbe de recrutement et données relatives.

Les courbes de recrutement du PEM et du réflexe H/réponse M
ont été exprimées en pourcentage de 'EMG pré-stimulus et de
Mmax, respectivement. Le trait plein représente la courbe
moyenne définie & partir de la moyenne des 3 paramétres
(pente, Iso, plateau) de la fonction sigmoide. Les bandes de
confiance ont été estimées en calculant I'intervalle de confiance
a 95% pour chaque parameétre de la fonction sigmoide. Sont
ainsi représentés lintervalle de confiance & 95% si l'un des
parameétres change (pointillées) ou si tous les parameétres sont
modifiés simultanément (traits discontinus). Les tableaux
présentent les données moyennes relatives aux courbes pour

o0 Chaque groupe.

participants sains ; patients SLA ; * p < 0,05
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exprimée en fonction de I'EMG pré-stimulus) ont montré une absence de modification de I’AMT (test
t:p=0,90), du PEMnax (Mann-Withney : p = 0,73), de la pente (testt : p = 0,12) et de I'lso (test t : p =
0,69) chez les patients (Cf. figure 7-A, 16 patients/20 témoins). Par ailleurs, aucune modification de

Mmax n'a été observée entre les groupes (Mann-Withney : p = 0,52).

Ces résultats indiquent que les motoneurones d’un muscle cliniquement non-atteint sont

recrutés par la voie corticospinale de maniére comparable aux témoins.

ETAT DES MOTONEURONES DU QUADRICEPS

La TMS a été appliquée en regard de |’aire M1 afin d’évoquer des PEM dans I'EMG du muscle
quadriceps lors d’une contraction tonique équivalente a 10-15% MVC. Dix TMS (0,33 Hz) ont été
délivrées a des intensités successives selon un pas de 2% MSO afin d'étudier la courbe de
recrutement du PEM. Par ailleurs, le nerf fémoral a été stimulé dans le creux de I'aine afin d’évoquer
un réflexe H et une réponse M dans I'EMG du muscle quadriceps au repos. Dix stimulations (0,33
Hz) ont été délivrées a des intensités successives afin d’étudier la courbe de recrutement du réflexe H

et de la réponse M.

L'EMG pré-stimulus sous contraction et au repos, ainsi que la MVC étaient similaires entre les
groupes (Mann-Whitney : p = 0,84 ; 0,97 et 0,72, respectivement). De plus, aucune modification de
la latence et de la durée des PEM a été constatée (test t : p = 0,59 et Mann-Withney : p = 0,66,
respectivement), ni de la latence du réflexe H et de la réponse M (Mann-Withney : p = 0,36 et test t :
p = 0,05, respectivement). Les courbes de recrutement du PEM (surface exprimée en fonction de
I'EMG pré-stimulus) ont révélé I'absence de modification de 'AMT (test t : p = 0,15), du PEMmax
(Mann-Withney : p = 0,13), de la pente (Mann-Withney : p = 0,61) et de I'lso (test t : p = 0,30) chez
les patients (Cf. figure 7-B, 17 patients/20 témoins). Les courbes de recrutement de la réponse M ont
révélé (Cf. figure 7-D) |'absence de modification du seuil (test t : p = 0,46), du Mmax (Mann-Withney :
p = 0,29), de la pente (Mann-Withney : p = 0,48) et de I'lso (test t : p = 0,24). Quand au réflexe H (Cf.
figure 7-C), il a été observé I'absence de modification du seuil (test t : p = 0,65) et de I'lso (Mann-
Withney : p = 0,08) mais une augmentation significative du Hmax (Mann-Withney : p = 0,01), ainsi
qu’une réduction significative de la pente (Mann-Withney : p = 0,02). De plus, le ratio Hmnax/Mmax @
été trouvé significativement augmenté (Mann-Withney : p = 0,02) chez les patients (19 patients/17

témoins).

Ces résultats révélent que les motoneurones suppléant un muscle cliniquement non-affecté
sont recrutés par la voie corticospinale de maniére comparable aux témoins, alors que leur

recrutement par les volées périphériques est altéré.

ACTIVITE DU SYSTEME PROPRIOSPINAL EXCITATEUR C3-C4 ET SES INTERNEURONES
INHIBITEURS

La TMS, ajustée afin d’évoquer un PEM équivalent a 50% du PEMmax dans I'EMG du muscle
triceps, a été conditionnée par la stimulation des nerfs ulnaire au coude et radial superficiel a une
intensité ajustée a 0,75xMT et 8xPT, respectivement. La stimulation du nerf ulnaire au coude permet
ainsi d’évoquer des volées afférentes du groupe la issues du muscle flexor carpi ulnaris et projetant sur
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figure 9 : Facilitation et inhibition du PEM du muscle triceps a travers le systeme
propriospinal C3-C4 et leur interneurones inhibiteurs par stimulation des nerfs
ulnaire au coude et radial superficiel (respectivement), exprimée en pourcentage

du PEMest et données relatives.

Le tableau présente les données moyennes relatives pour chaque groupe. L'ISI théorique

représente celui de la convergence monosynaptique.
participants sains ; patients SLA ; *p < 0,05 ; ** p < 0,01
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le systeme propriospinal excitateur. La stimulation du nerf radial superficiel permet quant a elle
d’évoquer des volées afférentes cutanées et projetant sur les interneurones inhibant le systeme
propriospinal. Les ISI théoriques de convergence des volées du groupe la, cutanées et corticospinales
sur les motoneurones du triceps ont été estimés en calculant la différence entre les temps de
conduction périphérique (du coude et de la tabatiere anatomique a la vertebre C7) et centrale (du
cortex moteur a la vertebre C7), en mesurant ces distances chez chaque sujet et tenant compte des
vitesses de conduction périphérique (69 m/s) et centrale (70 m/s). Plusieurs ISI expérimentaux ont été
testés d’apres les latences théoriques de facilitation a travers le systeme propriospinal (compris entre
0-7 ms) et d’inhibition a travers leurs interneurones inhibiteurs (compris entre 5-12 ms) selon un pas
de 1 ms . Pour chaque ISl testé, 20
TMS appliquées seules, 20 TMS combinées a la stimulation du nerf ulnaire au coude et 20 TMS
combinées a la stimulation du nerf radial superficiel ont été délivrées (0,66 Hz) et alternées au hasard

lors d’une contraction tonique du muscle triceps équivalente a 10-15% MVC.

Le PT et MT ont été trouvés similaires entre les groupes pour les nerfs ulnaire au coude (tests
t:p = 0,32 et Mann-Withney : p = 0,08 ; respectivement) et radial superficiel (Mann-Withney : p =
0,12 et 0,52 ; respectivement). De méme, aucune différence significative n’a été constatée dans
I'intensité de TMS (test t : p = 0,93) et la taille du PEMiest (test t : p = 0,90). Les ISI théoriques de
convergence sur les motoneurones du triceps étaient également similaires entre les groupes (ulnaire
au coude : ISlnoyen = 3,3 £ 0,07 ms, test t : p = 0,68 et radial superficiel : ISlmoyen= 7,3 + 0,11 ms, test
t: p = 0,96), tout comme les ISl expérimentaux de la facilitation et de inhibition du PEM les plus
fortes (facilitation : ISImoyen = 3,45 + 0,4 ms, Mann-Withney : p = 0,83 et inhibition : ISlmoyen = 8,51 +
0,4 ms, Mann-Withney : p = 0,14). La facilitation et I'inhibition maximale du PEM n’ont pas été
trouvées significativement différentes entre les groupes (Mann-Withney : p = 0,11 ettestt: p =0,77 ;
respectivement). En revanche, la facilitation totale a été trouvée significativement renforcée (Mann-
Withney : p = 0,01) et prolongée (+1,40 = 0,5 ms, Mann-Withney : p = 0,02) chez les patients, bien
que l'ISI de début de facilitation soit similaire entre les groupes (ISlmoyen = 2,74+04 ms, Mann-
Withney : p = 0,86). En comparaison, bien qu’elle tendait a étre réduite, I'inhibition totale a été
trouvée similaire entre les groupes (Mann-Withney : p = 0,70) tout comme sa durée (Mann-Withney :
p = 0,74), bien que I'ISI de début de l'inhibition soit significativement retardée (+1,53 = 0,5 ms,
Mann-Withney : p = 0,02) chez les patients (Cf. figure 8 et 9, 17 patients/21 témoins).

Ces résultats révélent un renforcement de l'activité du systeme propriospinal excitateur a
travers un prolongement de son effet, sans modification de linhibition qui s’exerce sur les

interneurones propriospinaux excitateurs.

ACTIVITE DU SYSTEME PROPRIOSPINAL EXCITATEUR L2-L3

La stimulation du nerf fémoral, ajustée afin d’évoquer un réflexe H équivalent a 20% de Mmax
dans I'EMG du muscle quadriceps, a été conditionnée par la stimulation du nerf fibulaire a une
intensité ajustée a 2xMT. Trois ISI compris entre 14 et 17 ms ont été testés selon un pas de 1 ms afin
d’évoquer la plus forte facilitation du réflexe H dans I'EMG du muscle quadriceps au repos, a travers

I’activation du systeme propriospinal par les afférences du groupe II. LISl induisant la facilitation
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maximale a ensuite été testé lors d’une contraction tonique du muscle quadriceps équivalente a 20%
MVC, produisant ainsi une inhibition du réflexe H a travers la convergence des volées périphériques
et corticospinales sur les interneurones Ib . Pour chaque ISI testé, 20
simuli du nerf fémoral appliqués seuls et 20 stimuli du nerf fémoral combinés a la stimulation du nerf

fibulaire ont été délivrés (0,33 Hz), alternés au hasard.

Le PT et MT du nerf fibulaire ont été trouvés similaires entre les groupes (Mann-Withney : p =
0,25 et testt: p = 0,35 ; respectivement). De plus, aucune différence n’a été constatée concernant la
taille moyenne du Hiest (exprimé en fonction de Mmax) au repos et sous contraction (Mann-Withney : p
= 0,56 et 0,70, respectivement). L'ISI de la plus forte facilitation était similaire entre les groupes
(Mann-Withney : p = 0,69). Nous avons observé une interaction significative de I'amplitude du
Heonditionné (exprimé en fonction du Hees) entre les groupes et la condition (repos ou contraction)
(ANOVA 2-facteurs : groupe p = 0,001 ; condition p < 0,001 ; interaction p = 0,04 ; Cf. figure 10, 17
patients/19 témoins). De plus, le post-hoc a indiqué la réduction significative de I'amplitude du

Heonditionné €ntre les conditions repos et sous contraction chez les patients (Bonferroni : p < 0,001).

Ces résultats révélent I'existence d’un renforcement de la facilitation propriospinale chez les
patients a travers les afférences du groupe I, mais pas de modification de I'activité des interneurones

inhibiteurs Ib.

ACTIVITE DES CELLULES DE RENSHAW DU MEMBRE INFERIEUR
La stimulation du nerf fémoral, ajustée afin d’évoquer un réflexe H équivalent a 20% de Mmax
dans I'EMG du muscle quadriceps au repos, a été conditionnée par la stimulation du nerf tibial
postérieur a une intensité évoquant Mmax dans I'EMG du muscle soléaire. La stimulation du nerf tibial
postérieur permet ainsi d’évoquer des volées antidromiques dans les axones moteurs du muscle
soléaire, projetant sur les cellules de Renshaw et exergcant une inhibition récurrente des
motoneurones du quadriceps. Trois ISI (15, 25, 35 ms) ont été testés afin d’évaluer I'inhibition du
reflexe H du muscle quadriceps
.. Pour chaque ISl testé, 20 stimuli du nerf fémoral appliqués seuls et 20 stimuli du nerf
fémoral combinés a la stimulation du nerf tibial postérieur ont été délivrés (0,33 Hz), alternés au

hasard.

La Mmax du muscle soléaire a été trouvée significativement réduite chez les patients (test t : p
= 0,006). Aucune différence n’a été constatée concernant la taille moyenne du Hiest (exprimée en
fonction de Mmax) (Mann-Withney : p = 0,56). Le taux d’inhibition était comparable entre les groupes
al'lSI =15 ms (test t : p = 0,49), mais a été trouvé renforcé aux ISI = 20 et 25ms chez les patients (test
t:p = 0,04 et 0,02 ; respectivement). L'inhibition maximale ainsi que l'inhibition totale ont été
trouvées renforcées chez les patients (Mann-Withney : p = 0,005 et 0,006 ; respectivement ; Cf.

figure 11, 16 patients/19 témoins,).

Ces résultats révélent I’existence d’un renforcement de I'inhibition récurrente transmise par les

motoneurones d’un muscle fonctionnellement atteint.
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CONCLUSION
Les résultats acquis chez des patients a un stade plus précoce que I'étude précédente révele
I’existence d’un déséquilibre dans les influx excitateurs et inhibiteurs projetant sur les motoneurones

cervicaux et lombaires de muscles cliniquement non-atteints.

Nous confirmons que le recrutement des motoneurones de muscles cliniquement non-affectés
par les volées corticospinales est comparable a ceux des témoins. En effet, I'excitabilité et le nombre
total de motoneurones recrutés sont comparables, confirmés par I'absence de modification de Mmax.
En revanche, le recrutement des motoneurones par les afférences périphériques la monosynaptique
suggere |’existence d’une hyperexcitation menant a une pente plus abrupte. Cela confirme I'existence
d’une hyperexcitation (extrinseque) a travers la connexion monosynaptique la-motoneurones, mais
apporte en plus la preuve que la synapse méme est altérée indépendamment de I'altération des
afférences périphériques. En effet, le reflexe H est ici évoqué par les afférences homonymes issues du

muscle quadriceps cliniquement non-atteint.

A I'étage cervical, nous apportons la preuve d’'un renforcement et d'un prolongement de
I"activité du systeme propriospinal excitateur C3-C4 chez les patients, bien qu’aucune modification
de l'activité de leurs interneurones inhibiteurs n’ait été observée (excepté un retard dans la latence de
I'inhibition pouvant suggérer une démyélinisation/perte des afférences cutanées les plus rapides). A
I'étage lombaire, nos résultats révelent également un renforcement de l'activité du systeme

propriospinal excitateur L2-13.

Pour finir, malgré la réduction de Mmax du muscle soléaire reflétant son atteinte fonctionnelle
a travers une réduction de ses motoneurones, on observe un renforcement de I'inhibition récurrente
transmise par les cellules de Renshaw chez les patients. Celle-ci peut résulter d’'une augmentation
compensatrice de leur activité a travers leurs projections (renforgant ainsi le nombre de projections

inhibitrices par motoneurone) ou leurs afférences (via des mécanismes de ré-innervation).

Pour conclure, étant donné les résultats de |"étude précédente concernant la réduction des
afférences périphériques issues d’un muscle cliniquement atteint, il est légitime de se demander si les
modifications d’activité des interneurones se fait en compensation de cette réduction, ou si elle

implique I"existence d’atteinte fonctionnelle intrinséque aux interneurones.
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5-1. ATTEINTES DES VOIES SENSITIVES

Nous avons observé |'altération anatomique et fonctionnelle des afférences sensitives issues
des muscles intrinseques de la main (cliniquement atteints) au stade précoce de la maladie. Cette
altération est caractérisée d’une part par une réduction des PES résultant de I'atteinte des afférences
périphériques mais aussi des structures sous-corticales et cortico-corticales et, d’autre part,

I'inexistence de modification de la latence des PES reflétant |’absence de démyélinisation.

5-1-1. ORIGINE DES VOLEES PERIPHERIQUES ALTEREES

En I'absence d’études systématiques dans des populations importantes de patients SLA, il est
estimé que les troubles subjectifs de la sensibilité ne sont présents que chez moins de 10% des
patients SLA et sont décrits comme discrets (paresthésies et douleurs neuropathiques modérées)

LA
I"'opposé, il a été rapporté que jusqu’a 60% des patients pouvaient présenter au moins une anomalie
de la sensibilité a travers un test clinique objectif
Ces derniers,
principalement observés aux membres inférieurs, sont caractérisés par une augmentation du seuil
vibratoire , un seuil thermique normal au
froid mais élevé au chaud , des paresthésies et
une anomalie du seuil de sensation cutanée
, suggérant ainsi I'atteinte des afférences du groupe /1, Ad et AB, respectivement. Lors de notre
étude, nous avons stimulé les nerfs médian et ulnaire a une intensité ajustée a 9xPT, évoquant ainsi
des volées orthodromiques dans I’ensemble des afférences proprioceptives (groupe | et Il), cutanées
de bas seuil (AB), ainsi que des volées antidromiques dans les efférences motrices. Or, il a été
rapporté lors de stimulations du nerf médian chez I'Homme, que seules les volées afférentes
orthodromiques participent a la genese des PES
. Nos résultats
suggerent par ailleurs I"atteinte préférentielle des afférences proprioceptives étant donné que I'atteinte
des afférences cutanées de bas seuil aurait mené a une modification du seuil de perception chez les
patients. Cependant, |'atteinte des afférences cutanées de bas seuil n’est pas a exclure pour autant. En
effet, il a été montré d'une part, lors d’études post-mortem, une perte des fibres myélinisées du nerf

sural (nerf cutané) affectant toutes les fibres, mais principalement celles de plus gros diametre

. D’autre
part, il a été rapporté chez des patients, I'altération distale des afférences cutanées AB du nerf sural
bien que celles-ci présentent une relative préservation probablement associée a leur petit diametre

. Etant donné I’absence de modification de latence des PES dans notre étude, il peut
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également étre suggéré la perte préférentielle des axones a vitesse de conduction lente tel que les
afférences proprioceptives de petit diamétre et dans une moindre mesure des afférences cutanées.
Concernant I"atteinte proprioceptive et compte tenu de I'atteinte clinique des muscles intrinseques de
la main, il peut également étre soutenu que |'atteinte préférentielle des afférences proprioceptives
résulte de I'atteinte des fuseaux neuromusculaires (afférences de type la et Il) et organes tendineux de
Golgi (afférences de type Ib). En effet, des études post-mortem ont rapporté chez des patients un
amincissement des fuseaux neuromusculaires, bien qu’aucune altération des afférences du groupe | et
[l n"ait été constatée . Récemment, il a été rapporté dans un modele
murin de la maladie, l'existence des le stade pré-symptomatique d’atteintes structurales des
terminaisons nerveuses de type la/ll menant a une réduction du nombre de neurones proprioceptifs
au stade symptomatique, mais peu/pas de modification des terminaisons de type Ib

. D’un autre cété, puisque les fuseaux neuromusculaires s’amincissent avec le vieillissement, il
a été suggéré par analogie au chat que cet amincissement serait exacerbé lors d’une réduction de
I"innervation motrice et de |’atrophie sous-jacente. La contribution de l'innervation sensitive peut
également étre impliquée en raison du réle important de leurs facteurs trophiques dans la maturation
des fuseaux neuromusculaires chez I'Homme . Une autre preuve
confirmant I'implication préférentielle des afférences proprioceptives et dans une moindre mesure
des afférences cutanées, repose sur leur proportion au sein d’un nerf mixte, expliquant ainsi les
différents effets observés au cours de nos investigations. Le nerf médian fournit 25% de I'innervation
motrice des muscles de la main et est par conséquent principalement impliqué dans I'innervation
sensitive a travers les afférences cutanées de type AB. Le nerf ulnaire fournit, quant a lui, 75% de
I'innervation motrice des muscles de la main ; linnervation sensitive étant principalement
proprioceptive a travers les afférences du groupe | et I . Par
conséquent, cette distribution différentielle expliquerait les effets plus marqués obtenus chez les
patients, a travers la stimulation du nerf ulnaire (réduction significativement plus importante des PES,
hyperactivation significative des motoneurones du triceps), mais aussi du nerf ulnaire au coude
(renforcement de la facilitation propriospinale C3-C4), du nerf fémoral (augmentation du réflexe H) et
du nerf fibulaire (renforcement de la facilitation propriospinale L2-L3) en comparaison au nerf radial
superficiel qui est un nerf cutané (pas de modification significative de l'inhibition du systeme
propriospinal C3-C4). Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant de comparer les PES
évoqués par stimulations électriques de nerfs mixtes, a ceux évoqués par des stimulations purement
cutanées et des stimulations mécaniques du tendon (activant les fibres du groupe la). Si cette
hypothese se vérifie, on s’attend a observer chez les patients, une réduction des PES issus de nerfs

mixtes et de stimulations mécaniques du tendon mais pas des stimulations cutanées.

5-1-2. CARACTERISATION DE L’ATTEINTE SENSITIVE

LATENCE
L'étude des PES chez les patients, bien que limitée au potentiel périphérique (N9) et au
premier potentiel cortical (N20), a révélé |'existence d’anomalies plus marquées au membre inférieur,

représentant 60% des cas contre 35% au membre supérieur
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. Ces anomalies sont caractérisées par une
réduction de la vitesse de conduction chez 50% des patients
associée a une réduction de la conduction nerveuse d’origine centrale dans 40% des cas

contre 20% d’origine périphérique

. Il est établi que la latence des PES au point culminant dépend
de la vitesse de conduction moyenne des afférences périphériques, alors que la latence de début du
potentiel dépend uniquement du recrutement des fibres a vitesse de conduction les plus rapides

. Il a également été rapporté que
I’augmentation de l'intensité des stimuli modifie la latence des PES a travers une réduction de la
latence a leur point culminant et a leur début
. Lors de notre étude de la relation intensité/PES chez des participants sains, nous avons
observé la réduction des latences a leurs points culminants et a leur début que ce soit pour les
potentiels périphériques et centraux, étayant ainsi le recrutement progressif des fibres sensitives a
conduction rapide. Chez les patients, nous n’avons pas observé de modification de la latence des PES
a leur point culminant ni a leur début, reflétant une bonne conservation des afférences de gros
diametre a vitesse de conduction rapide. Par ailleurs, il est établi que les vitesses de conduction
nerveuse sensitive sont corrélées a la taille du sujet et sont affectées par le vieillissement dans les
voies périphériques et centrales, se traduisant par un temps de conduction au point culminant plus
réduit qu’a son début, probablement a travers une démyélinisation ou une dégénérescence axonale
des afférences périphériques . Nous avons observé chez les patients que la
vitesse de conduction nerveuse périphérique était inchangée alors que la vitesse de conduction
nerveuse centrale était réduite. Etant donné la réduction d’amplitude des potentiels, nos résultats
soutiennent que celle-ci résulterait d’'une perte axonale des afférences de petit diametre en I’absence
de démyélinisation (affectant les latences dans une moindre mesure en comparaison aux fibres a
vitesse de conduction rapide), mais aussi une atteinte des structures sous-corticales contribuant a la

réduction de la vitesse de conduction centrale.

AMPLITUDE

A la différence de la forte implication des anomalies de latence, la réduction d’amplitude des

PES a été observée chez 20% des patients . Bien que
I’amplitude du potentiel N9 n’ait pas été trouvée modifiée , il a été rapporté la perte
des potentiels N32 et N60 et I'absence d’altération des potentiels

précoces (<35ms) évoqués par stimulation du membre supérieur

. II'a également été rapporté la réduction des PES évoqués par
stimulation du membre inférieur
Cependant, il existe une hétérogénéité des résultats selon les auteurs : amplitude plus ou moins

altérée, associée ou non a l'altération des vitesses de conduction

En comparaison, nos résultats indiquent une
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réduction systématique de |’ensemble des PES chez les patients. Ces différents résultats peuvent
s’expliquer d’une part, par le choix de la référence. En effet, 'EEG mesure la différence de potentiel
entre une région corticale d’intérét et une référence dont le signal se rapproche de I'amplitude zéro
. Deux références sont généralement utilisées : I'une
céphalique (cortex frontal) et I’autre extra-céphalique (lobes d’oreilles). A la différence de la référence
extra-céphalique qui peut enregistrer |'activité cardiaque (bien que celle-ci peut étre annulée si les
deux lobes sont connectés ensemble ), la référence céphalique enregistre
I"activité du cortex cérébral et des muscles oculaires et faciaux, distordant ainsi I'EEG de la région
d’intérét et rendant variable les études d’amplitude et de latence des PES
. D’autre part, en plus des variabilités inter- et intra-individuelles,
il a été rapporté que l'activité corticale basale contribue également aux fluctuations d’amplitude des
PES . Par conséquent, afin de limiter
cette derniere nous avons normalisé les PES par rapport a 2SD de I'activité pré-stimulus, permettant
ainsi d’évaluer quand le signal EEG post-stimulus s’écarte significativement de I'activité EEG basale.
Nous avons ainsi montré que les tendances observées sur les données EEG brutes étaient renforcées
par la normalisation, rendant compte d’une sous-estimation des données non-normalisées et par
conséquent d’une sous-estimation de l'implication de l’altération des volées afférentes chez les

patients.

Nos résultats révelent que la réduction du potentiel N9 résulte vraisemblablement de la perte
axonale des afférences périphériques, également confirmée par la modification des métriques
anatomiques de la colonne dorsale cervicale. L'atteinte des colonnes dorsales est une caractéristique

des patients SLAf représentant 70% des cas contre 10% pour les patients SLAs

. Cette derniere est histologiquement caractérisée par son atrophie

, également confirmée par I'IRM-DTI au stade

précoce de la maladie . l'atrophie semble dailleurs résulter
d’une perte axonale car des études histologiques menées sur le nerf sural de patients ont rapporté une
perte aigué des fibres myélinisées, affectant toutes les fibres mais principalement celles de plus gros

diametre

Une réduction du nombre de neurones proprioceptifs la/ll a également été observée chez des souris
mutantes au stade symptomatique, en parallele de la dénervation motrice la
ainsi été suggéré que l'altération préférentiellement des neurones sensitifs de plus gros diameétre
résulterait d’'une neuropathie des ganglions rachidiens dorsaux, consécutive a une atrophie axonale
progressive et suivie d’une démyélinisation-remyélinisation secondaire menant au final a leur

dégénérescence

Nos résultats suggerent non seulement la réduction des PES corticaux associée a la perte
axonale des afférences périphériques, mais également |’existence d’atteintes sous-corticales et/ou

cortico-corticales chez les patients. Des études post-mortem ont d’ailleurs rapporté chez les patients,

72



V. DISCUSSION GENERALE

I"atrophie du thalamus confirmée par des données d’imagerie
, I"atrophie du cortex pariétal
associée notamment a une réduction du nombre de neurones de I'aire S1
et I'atrophie des aires operculaires
résultant probablement d’une réduction du nombre de neurones de I'aire S2. Il a
également été rapporté une perte des fibres nerveuses interconnectant ou transitant a travers diverses
régions corticales (cortex temporal, pariétal, frontal) et noyaux sous-corticaux (thalamus et ganglions
de la base, également atrophiés
)
. Par conséquent, toutes ces atteintes peuvent mener a la réduction des PES précoces et

tardifs que nous avons observée.

Nous avons également mis en évidence que la réduction des PES précoces et du potentiel N9
est comparable a celle du potentiel N20, alors que les PES tardifs présentent une réduction plus
importante. Or, il est établi que I'activité de l'aire S1 reflete essentiellement I'activité de Iaire 3b,
recevant la majorité des afférences thalamo-corticales et projetant a son tour sur les aires 1 et 2,
constituant ainsi une premiere étape dans le traitement de I'information sensitive

et la genese du potentiel N20

. L'aire ST projette ensuite par |'intermédiaire du thalamus sur les aires 5a et 7b de laire
associative pariétale et dont les projections au cortex frontal participent aux interactions
sensorimotrices

et a la genese des potentiels P25, N30, P35 du cortex moteur

. Par conséquent,
cette interaction en série entre les volées afférentes, le thalamus, I'aire S1 et le cortex moteur pourrait
expliquer pourquoi le potentiel N9 et les PES précoces sont réduits de maniére similaire chez les
patients, bien qu’on pourrait s’attendre a une réduction plus importante des PES précoces en raison
de l'atteinte des structures corticales et/ou sous-corticales. Trois explications peuvent alors étre
envisagées. Premiérement, ces structures pourraient ne pas étre altérées, bien que nos résultats
intensité/PES suggerent le contraire (Cf. 4-1-3). Deuxiemement, la réduction des volées afférentes ne
permettrait pas au potentiel N20 d’atteindre son plateau, rendant sa réduction dépendante de celle
du potentiel N9. Or, la surface exprimée par rapport a 2SD pré-stimulus des patients au point d’Erb
est de 0,4 + 0,1 % et 0,2 £ 0,03 % pour les nerfs médian et ulnaire (respectivement), ce qui
correspond a une intensité de 6xPT sur la courbe intensité/PES normalisée par rapport a 2SD des
participants sains, prouvant ainsi que le potentiel N20 est au plateau et par conséquent que les
structures corticales et/ou sous-corticales sont bien altérées. Troisiemement, |atteinte de ces
structures pourrait étre une conséquence secondaire a la réduction des volées afférentes, menant

ainsi a leur atrophie mais influengant peu la réduction des PES précoces. En ce sens, il a été montré a
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travers I'utilisation de I'IRM fonctionnelle??, I’existence de clusters d’activation cérébrale impliquant
des régions corticales plus étendues et reflétant une réorganisation des réseaux cérébraux suite a la
perte des cellules pyramidales
. En effet, au cours de I"évolution de la maladie, I'atrophie de I'aire M1
, résultant de la
perte des cellules pyramidales
, peut mener a l'atteinte des régions interconnectées a travers une augmentation de leurs
connectivités fonctionnelles, reflétant probablement la perte d’efficacité des neurones corticaux
inhibiteurs (GABAergiques) puisque que leur réduction a été observée
. Par analogie, il a d"ailleurs été suggéré que la
réduction du nombre de neurones de I'aire S1
était interdépendante et proportionnelle a celle de I'aire M1 . On peut
donc imaginer qu’un tel mécanisme ait lieu a travers les structures traversées par les afférences
sensitives, menant ainsi a une réduction similaire des volées afférentes et des PES précoces, et a

I’atteinte secondaire du thalamus et du cortex.

Concernant les PES tardifs, il est établi que les projections de I'aire S1 vers |'aire S2 sont
indispensables au bon fonctionnement de ce dernier car il a été montré que les Iésions de |'aire ST
abolissent toute réponse de |'aire S2 . Bien que ces aires semblent
étre activées séquentiellement, leur activation parallele n’est pas exclue pour autant. En effet, il a été
montré chez le primate qu’en plus des afférences originaires de I'aire S1, I'aire S2 recoit également
des projections thalamo-corticales directes

. Bien
que l’existence de ces dernieres reste incertaine chez I’'Homme, il a été rapporté que l'activité de
I'aire S2 est maintenue chez des patients ne présentant plus d’aire S1

, mais n’exclut pas I'implication d’une plasticité
compensatrice. Il a également été montré que l'aire S2 peut recevoir des influx directs nociceptifs et
non-nociceptifs sans passer par |'aire S1 . En
comparaison aux mécanismes pouvant étre impliqués dans la réduction des PES précoces cités
précédemment, et compte tenu de la saturation physiologique du potentiel N60 (Cf. 4-1-3),
I’amplification de la réduction des PES tardifs que nous avons observée chez les patients peut par
conséquent résulter d’une atteinte de I'aire S2 indépendante de celle de I'aire S1 et de la réduction
des volées afférentes. Bien que l'aire S1 soit impliquée dans les aspects de discrimination de
I'intensité et de localisation de l'information sensitive
, I'aire S2 est impliquée dans des fonctions d’ordre supérieur comme la discrimination des
textures et des formes . Lactivité de cette derniére associée a celle de I'insula est
également impliquée dans des fonctions cognitives comme I’attention, |’apprentissage, la

mémorisation, la prise de décision et I'intégration d’informations nociceptives et non-nociceptives

29 Mesurer les variations hémodynamiques des neurones entre une condition de repos et une condition d’activité induite.
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. De plus, a travers ces projections aux structures
limbiques tels I'amygdale et ["hippocampe, I'aire S2 joue un role dans I"apprentissage et la mémoire
tactile . On peut donc supposer que |'atteinte de I'aire S2 chez
les patients SLA peut mener a l’apparition de troubles cognitifs (fonctions exécutives, langage,
mémoire) et limbique (émotion, comportement). En effet, en plus de I’atrophie de I"hippocampe (non-
associée a une perte de mémoire) observée lors d’une étude post-mortem et
confirmée par imagerie ,
I"utilisation de tests neuropsychologiques a mis en évidence I'existence de troubles cognitifs chez
environ 50% des patients parmi lesquels 20-30% présentent des démences fronto-temporales

caractérisées par des troubles du comportement, de la personnalité et du langage

. De plus, étant donné que le systeme limbique influence les fonctions autonomes
(cardiovasculaire, salivaire, lacrymale, gastro-intestinale, pupillaire, sudative et respiratoire) et
somatomotrices (excitabilité du systeme moteur et notamment de I’arc réflexe spinal) il

peut étre postulé que I'atteinte de Iaire S2 meéne également a leur altération

5-2. ATTEINTES DES VOIES MOTRICES

Nous avons montré que le recrutement des motoneurones des muscles triceps et quadriceps
(cliniquement non-atteints chez les patients testés) par les volées corticospinales est comparable aux
participants sains, reflétant la relative conservation du noyau moteur et de leur excitabilité. De plus,
nous avons observé l'existence d’une hypoexcitabilité corticale transmise par les interneurones
inhibiteurs corticaux. Nous avons également rapporté la preuve que |'excitabilité des motoneurones

est modifiée a travers les volées périphériques qu’ils recoivent.

5-2-1. PROJECTIONS CORTICOSPINALES SUR LES MOTONEURONES

L'atteinte motrice des patients SLA est caractérisée a |'étage cérébral par I'atrophie de I'aire
M1 résultant de la
dégénérescence des cellules pyramidales

. l'atrophie des colonnes latérales a également été rapportée lors d’études

post-mortem a travers |atteinte des fibres myélinisées de gros diametre et lors d’études

d’imagerie au stade précoce de la maladie a travers une dégénérescence et une démyélinisation du
tractus corticospinal émanant des cortex moteurs et prémoteurs

. Etant donné I’absence de

modification du temps de conduction motrice centrale (reflétant le temps de conduction des volées

corticospinales et d’activation synaptique des motoneurones ) et de la

latence des PEM
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, il a été suggéré que la perte de myéline résulterait probablement d’une perte axonale
plutdt que d’'une démyélinisation . En ce sens, les métriques anatomiques que
nous avons obtenues révelent l'atteinte générale du tractus corticospinal au stade précoce de la
maladie. Bien qu’il soit difficile de déterminer si celle-ci résulte d’'une perte axonale et/ou d’'une
démyélinisation, l'absence de modification du PEMmax (reflétant |’état de I’axe corticospinal

) et de la latence des PEM suggerent du moins |’absence

d’atteinte des fibres corticospinales projetant sur les motoneurones du triceps et du quadriceps.

SEUIL MOTEUR CORTICAL ET INHIBITION INTRA-CORTICALE

Il est établi que le seuil moteur cortical est associé a |'excitabilité des éléments corticospinaux
les plus excitables : segment initial des cellules pyramidales et/ou les projections cortico-corticales
excitatrices sur ces derniers

. Le seuil moteur est également sensible au niveau d’inhibitions corticales parmi lesquelles on

distingue d’une part l'inhibition intra-corticale de court intervalle mesurée par TMS double-pulse et
évoquée suite a I'application d’un stimulus conditionnant infra-liminaire (au PEM) et d’un stimulus
test supra-liminaire (au PEM) a des intervalles de temps courts (ISI 1-5 ms). La stimulation
conditionnante mene ainsi a l'inhibition nette du PEM test a travers |’activation d’interneurones
corticaux inhibiteurs. Par ailleurs, une facilitation intra-corticale peut étre évoquée a des intervalles
de temps plus longs (ISl 7-30 ms)

. D’autre part, bien qu’'un PEM évoqué par une TMS
liminaire/supra-liminaire soit suivi d’'une période de silence cortical impliquant des mécanismes
inhibiteurs spinaux précoces et corticaux tardifs , il est également possible
d’évoquer une période de silence cortical par une TMS infra-liminaire (au PEM). Celle-ci induit alors
Iinterruption de l’activit¢ EMG d’un muscle cible lors d’une légere contraction a travers |’activation
d’interneurones corticaux inhibiteurs, suivie par une facilitation de 'EMG a travers un mécanisme
encore inconnu

. Etant donné que l'inhibition intra-corticale de courte latence reflete

I'inhibition nette a travers l’activation d’interneurones corticaux inhibiteurs et excitateurs, il est

difficile de dissocier leurs effets respectifs. Il en est de méme concernant |’origine corticale ou spinale

de la période de silence post-PEM. Par conséquent, seule la période de silence cortical évoquée par

TMS infra-liminaire (au PEM) renseigne spécifiquement de l'activité des interneurones corticaux

inhibiteurs. Malheureusement, de nombreuses études se sont focalisées sur la modification des deux

premieres inhibitions citées, rendant alors difficile leur interprétation. Il a ainsi été rapporté chez les
patients SLA que le seuil moteur mesuré au repos était :

- comparable a celui des témoins et associé a une réduction de I'inhibition intra-corticale de courte

latence et de la durée de la période de silence corticale post-PEM
, bien que d’autres trouvent cette derniére

comparable aux témoins )
- réduit, reflétant une hyperexcitabilité corticale associée a la réduction de I'inhibition intra-corticale

de courte latence
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. Par ailleurs, il a été rapporté lors d’une étude post-mortem la réduction du nombre
d’interneurones inhibiteurs du cortex moteur , confirmée par des études de
spectroscopie et de tomographie a travers la réduction en GABA

, bien qu’elle puisse résulter de la perte d’interneurones GABAergiques ou d’une réduction
de la production en GABA. Il a ainsi été montré au stade pré-symptomatique sur des coupes
cérébrales de modele murin mutant, que I"augmentation d’excitabilité des cellules pyramidales est

associée a la perte des interneurones GABAergiques et a la réduction des PPSI sous-jacents

- augmenté, reflétant une hypoexcitabilité corticale associée a un
renforcement de I'inhibition intra-corticale évoquée par TMS infraliminaire (au PEM) a travers un
renforcement des PPSI . Par ailleurs,
une étude menée au stade pré-symptomatique sur des cultures de neurones corticaux issus de
souris mutantes a rapporté I'absence de perte d’interneurones corticaux malgré la perte des
neurones corticospinaux . De plus, I'altération fonctionnelle des récepteurs
GABAergiques menant a une amplification de leur effet inhibiteur a été observée au niveau cortical
mais pas spinal (I"affinité du récepteur pour son ligand étant inchangée)

En complément des modifications du seuil moteur et de l’inhibition intra-corticale, aucune

modification de la facilitation intra-corticale n’a été rapportée

. Afin de comprendre I'hétérogénéité de ces parameétres,
il est important de tenir compte du fait que ces études ont été menées a différents stades de la
maladie, ainsi que sur des musculatures cliniquement atteintes et par conséquent associées a une
perte motoneuronale. Il est donc plus difficile de rendre compte des modifications a I’étage cortical.
Quelques études longitudinales se sont intéressées a décrire |"évolution de ces parametres en fonction
de la progression de la maladie. Il a ainsi été rapporté chez les patients pré-symptomatiques, un seuil
moteur comparable a celui des témoins, associé a une réduction de la durée de la période de silence
cortical post-PEM et de Iinhibition intra-corticale de courte latence
. Lors de
I"apparition des symptomes, il a été rapporté une réduction du seuil moteur
ou son augmentation
, associées a une augmentation de la durée de la
période de silence cortical post-PEM et une réduction de I'inhibition intra-corticale de courte latence.
D’autres ont rapporté que le seuil moteur était réduit chez les patients pré-symptomatiques mais qu’il
augmente avec |’apparition des symptoémes
, précisant que l"augmentation du seuil moteur était associée a la perte des
cellules pyramidales et non des motoneurones . Ces données suggerent que
I"excitabilité corticale (a travers le seuil cortical) évolue de I’hyper- vers |"hypo-excitabilité avec

I"apparition des symptoémes, sans réelle modification de I'inhibition intra-corticale. Notre étude des
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courbes de recrutement du PEM de muscles cliniquement non-atteints chez les patients a été
effectuée sur 2 groupes dont la durée de la maladie était de 18,8 + 2,6 mois et de 26,6 + 3,6 mois
depuis I'apparition des premieres faiblesses. Dans le premier groupe nous avons constaté |’absence
de modification du seuil moteur cortical sous contraction volontaire et du PEMmax des muscles triceps
et quadriceps, alors que dans le second groupe (mené uniquement sur le muscle triceps) nous avons
montré que seul le seuil moteur cortical sous contraction volontaire était modifié. En effet, nous avons
rapporté que son augmentation résulterait d’un renforcement de l'inhibition intra-corticale évoquée
par une TMS sous-liminaire (au PEM). Nos résultats confirment ainsi que I"excitabilité corticale évolue
avec la progression de la maladie en direction d’une hypoexcitabilité a travers |'augmentation du
seuil cortical et de lI'inhibition intra-corticale, afin de réduire leur activité. Comme nous allons le voir
dans la partie suivante, ces modifications d’excitabilité corticale ont été observées en |’absence de
toute modification des motoneurones (nombre, excitabilité) d’'un muscle cliniquement non-atteint,
suggérant ainsi que l’atteinte corticospinale serait caractérisée par une altération corticale précoce,
précédant celle des motoneurones. Par extension, on peut supposer que celle-ci participerait a
I'atteinte des motoneurones et a |’apparition des symptomes cliniques dans ces muscles avec

I’évolution de la maladie.

PENTE ET PLATEAU
Il est établi que la pente de la courbe de recrutement est associée au niveau d’excitabilité
corticospinale, ainsi une réduction de la pente (conduisant a une pente abrupte) représente une
augmentation du gain . Le plateau résulte quant a lui de
I"équilibre entre les éléments excitateurs et inhibiteurs des volées corticospinales, incluant I'inhibition
récurrente des derniers motoneurones recrutés par les volées corticospinales et induite par les
premiers motoneurones recrutés par ces mémes volées corticospinales
. Afin d’apprécier la proportion de neurones moteurs activés par une volée corticale (ou
périphérique), les PEM (et le réflexe H) sont habituellement normalisés par rapport @ Mmax qui refléte
la réponse du noyau moteur entier (Cf. 3-2-1). Mais dans le cas de la SLA ou un muscle cliniquement
atteint est associé a des motoneurones altérés, il en résulte une réduction de Mmax et par conséquent
un biais de normalisation. En effet, si le numérateur et le dénominateur de ce ratio sont modifiés dans
le méme sens, celui-ci apparait comme non modifié, pouvant étre comparable aux témoins. De
maniere alternative, si le numérateur varie dans un sens opposé au dénominateur, il est alors difficile
d’interpréter les raisons menant a une telle modification. Il apparait donc important de considérer les
variations de chaque élément indépendamment afin de comprendre le résultat du ratio. Or, de
nombreuses études ont omis ce biais de normalisation, menant ainsi a des conclusions erronées
malgré des données indépendamment informatives. Ainsi, afin d’échapper a ce probleme, nous avons
d’une part normalisé les PEM par rapport a l'activit¢ EMG pré-stimulus (de maniere analogue aux
PES, Cf. 5-1-2) et, d’autre part, nous avons comparé les données brutes et normalisées du réflexe H et
de Mmax.

En tenant compte de ce qui a été dit précédemment, il a été rapporté chez les patients, dans

un muscle cliniquement atteint et dont la réponse M était réduite, une augmentation
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, une
réduction
, ou un ratio PEM/M comparable a celui des témoins
, bien que le PEM ait été rapporté comme augmenté par certains
et réduit par d’autres
. De méme, la pente de la courbe de recrutement du PEM exprimée en fonction de
Mmax a été trouvé réduite (pente abrupte) . Quelques études

longitudinales ont rapporté I’évolution de ces parameétres avec la progression de la maladie. En effet,
il a été montré chez des patients pré-symptomatiques ne présentant pas d’atteinte du muscle étudié
(associée a une réponse M comparable a celle des témoins) soit un PEM et une pente comparable aux
témoins , soit
une augmentation du PEM et une réduction de la pente . Alors qu’avec
I"évolution de la maladie et I’apparition des symptdmes (associée a une réduction de la réponse M) il
a été rapporté soit une augmentation du ratio PEM/M (donc une augmentation du PEM) et une
réduction de la pente

, soit une pente moins abrupte associée a une réduction du PEM . Ces
données suggerent que le gain de recrutement corticospinal évolue de I"hyper- vers I’'hypo-excitabilité
avec l'apparition des symptomes, associée a une réduction du PEM. Au cours de notre étude des
courbes de recrutement du PEM de muscles cliniquement non-atteints chez les patients, nous n’avons
pas constaté de modification de la pente, ni du PEMmax, ni de Mmax a I’exception d’une étude (Cf.
4-2-1). Bien qu’il puisse étre suggéré que la réduction de Mmax reflete la dégénérescence des
motoneurones, la réduction de Mmax peut résulter du fait que les stimuli supra-maximaux évoquant
cette réponse peuvent se propager aux rameaux nerveux avoisinants, parasitant ainsi 'EMG du
muscle cible par la contraction des muscles proches, et ce d’autant plus fréquemment chez les
patients SLA du fait de leur perte musculaire . En comparaison aux études
précédentes, nos résultats suggerent le stade précoce de linvestigation a travers l'absence de
modification de |’excitabilité et du nombre de motoneurones suppléant un muscle cliniquement non-

atteint.

5-3. ATTEINTES SENSORIMOTRICES

Nous avons montré que les motoneurones des muscles triceps et quadriceps (cliniquement
non-atteints) sont hyperexcités par les afférences périphériques. Plus spécifiquement, nous apportons
non seulement la preuve que l'activité de la connexion monosynaptique est modifiée
indépendamment de la réduction des volées périphériques, mais également la preuve que I’altération

d’activité de certains interneurones précede |'atteinte des motoneurones.
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5-3-1. CONNEXIONS MONOSYNAPTIQUES

Nous avons montré chez les patients, |’hyperactivation des motoneurones du triceps a travers
des volées afférentes périphériques réduites issues des muscles intrinseques de la main cliniquement
atteints. Cette hyperactivation ne résulte pas d’une hyperexcitabilité intrinséque des noyaux moteurs
étant donné |’absence d’une telle activité a travers les volées corticospinales. Par conséquent, nous
suggérons que cette hyperactivation résulte d’une hyperexcitation a travers une modification d’activité
de la synapse la-motoneurones. Bien que les ISI théoriques et expérimentaux de convergence des
volées périphériques et corticospinales sur les motoneurones du triceps ne soient pas différents entre
les groupes, nous avons constaté que I'ISI expérimental est plus précoce. Or, il est établi que I'lSI de
convergence spatio-temporelle a travers une connexion monosynaptique est relativement plus court
que I'ISI théorique calculé, en raison de la mesure approximative de la distance et de la vitesse de
conduction, et/ou que la sommation spatio-temporelle au niveau des motoneurones produise un
PPSE présentant un temps de montée réduit pouvant activer les motoneurones a conduction rapide et
de haut seuil qui étaient seulement dépolarisés par les stimuli appliqués séparément, et/ou une
interaction des volées périphériques avec les volées corticospinales tardives qui se manifeste a un ISl
plus précoce que celui attendu avec les volées corticospinales directes

. D’un autre coOté,
notre étude de I'arc réflexe monosynaptique a travers les courbes de recrutement du réflexe H et de la
réponse M du quadriceps (cliniquement non-atteint) chez les patients a également rapporté
I’hyperexcitation des motoneurones par les volées afférentes périphériques a travers une pente
abrupte et une augmentation du Hmax. L'absence de modification de la réponse M reflete quant a elle
I’absence d’altération des noyaux moteurs dont I’excitabilité intrinséque ne semble pas étre modifiée

(confirmée par la courbe de recrutement du PEM).

Les études du réflexe H et de la réponse M ont montré une réponse M réduite dans les
muscles cliniquement atteints
, associée a un
réflexe H réduit . Par analogie au biais de
normalisation du PEM, la mesure du ratio H/M rapporte également des résultats hétérogenes : ratio
comparable a celui des témoins (bien que le réflexe H et la réponse M aient été rapportées réduites)
, ou augmenté (mais les modifications
indépendantes du réflexe H et de la réponse M ne sont pas précisées) . De
méme, la pente de la réponse M a été rapportée réduite (abrupte) alors que la pente du H était
comparable a celle des témoins, menant a un ratio de la pente H/M augmenté
Des études longitudinales ont montré qu’avec la progression de la maladie, la force musculaire est
réduite et par conséquent la réponse M également, alors que le réflexe H (comparable a celui des
témoins) est augmenté (probablement a travers une désinhibition des motoneurones), alors qu’il est
réduit aux stades avancés de la maladie . Ces
données suggerent que |’excitabilité des motoneurones évolue de |"hyper- vers I’hypo-excitabilité

avec |'apparition des symptdmes et |'atteinte des noyaux moteurs. Il a par ailleurs été montré que
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vestibulaire réticulaire

figure. 12 : Niveau tonique d’inhibition pré-synaptique de la terminaison du groupe la.

Il existe un niveau d'inhibition pré-synaptique basal résultant du maintien de I'inhibition tonique de l'interneurone de second ordre (orange) par les
noyaux de la formation réticulaire, ou une excitation de l'interneurone de premier ordre (vert) par les noyaux vestibulaires, ou encore d’une inhibition
tonique des interneurones inhibiteurs transmettant I'inhibition cutanée a I'interneurone de premier ordre.



V. DISCUSSION GENERALE

I’augmentation du réflexe H est associée a un meilleur pronostic pour les patients
et que celui-ci peut parfois étre évoqué chez les patients dans des
muscles ou il est normalement difficile de I’évoquer (muscles intrinseques de la main par exemple)
, suggérant que I’hyperexcitabilité des motoneurones participe a
leur maintien (Cf. 2-4-1.c). Bien que la vitesse de conduction motrice périphérique ait été trouvée
normale , celle-ci est |égerement réduite aux stades avancés de la maladie, reflétant

la perte préférentielle des axones de gros diametre

. Par analogie, il a également été rapporté dans les modeles animaux de la maladie, une
réduction de la réponse M et une augmentation du réflexe monosynaptique au stade pré-
symptomatique , bien que ce dernier diminue avec |’apparition des symptomes
, supportant ainsi que |’hypoexcitabilité précede la dégénérescence des
motoneurones et que I’hyperexcitabilité semble avoir un effet protecteur (Cf. 2-4-1.c). En
comparaison, I"hyperexcitation des motoneurones que nous avons mise en évidence, en |'absence
d’atteinte du noyau moteur et de modification de la latence des réponses, indique le stade précoce de

I"investigation.

L'étude des potentiels d’unités motrices, permettant d’étudier les fonctions synaptiques sur les

motoneurones en contournant |'effet du noyau moteur lié a la sommation des réponses
, a rapporté que les potentiels post-synaptiques

n’étaient pas différents des témoins chez les patients

et les modeles animaux de la maladie . Ainsi, les effets que nous avons observés a
travers la connexion la-motoneurones ne peuvent s’expliquer par une augmentation de |"excitabilité
de la synapse la-motoneurones. Cependant, celle-ci peut étre modulée par divers circuits
d’interneurones inhibiteurs. A |’étage cervical, 'inhibition récurrente ne semble pas envisageable
étant donné que les afférences issues des muscles intrinseques de la main projetant aux
motoneurones du triceps en sont dépourvus . Bien que
I"implication de l'inhibition Ib ne soit pas exclue, I'inhibition pré-synaptique apparait plus probable
en raison de l'absence de modification de I'activitt du noyau moteur par les afférences
corticospinales (Cf. 5-2-1). En effet, une inhibition post-synaptique s’exergant directement au niveau
des motoneurones aurait pour conséquence de produire une hyperpolarisation qui limiterait leur
réponse aux volées corticospinales et aurait donc une influence sur les PEM. Il est établi qu’il existe
un niveau d’inhibition pré-synaptique basal résultant du maintien de l’inhibition tonique de
I'interneurone de second ordre par les noyaux de la formation réticulaire, ou d’une excitation de
I'interneurone de premier ordre par les noyaux vestibulaires , OuU
encore d’une inhibition tonique des interneurones inhibiteurs transmettant I'inhibition cutanée a
Iinterneurone de premier ordre (Cf. figure 12) . Etant
donné la possible préservation des afférences cutanées (Cf. 5-1-1), il apparait peu probable qu’une
modification de I'inhibition cutanée puisse étre a |'origine d’une modification de I'inhibition pré-
synaptique. En revanche, il a été rapporté dans une étude post-mortem que la formation réticulaire du
tronc cérébral était atteinte dans la maladie . Par conséquent, un défaut d’influx
périphériques proprioceptifs (reflété par la réduction du potentiel N9) et/ou reticulospinal serait a
81



V. DISCUSSION GENERALE

I'origine d’une réduction de l'inhibition pré-synaptique ,
menant a |"augmentation d’activité de la connexion la-motoneurone et a |’hyperexcitation sous-
jacente des motoneurones. Par analogie, a |'étage lombaire il peut étre envisagé I'implication de

I'inhibition pré-synaptique, récurrente, ou Ib, ainsi que par la dépression homo-synaptique

. Bien que cette derniére soit produite a des fréquences de stimulation supérieure a 10 Hz
, elle peut étre exclue étant donnée la fréquence de stimulation
que nous avons utilisée (0,33 Hz). A la différence de I’étage cervical, I'inhibition pré-synaptique est
déprimée par les volées réticuospinales au membre inférieur , tout
comme l'inhibition récurrente . Bien que linhibition
récurrente et Iinhibition Ib ne peuvent pas étre totalement exclues, les résultats préliminaires que j’ai
obtenus au cours d’une collaboration de 2 mois avec le Pr. Kiernan a I'Université de Sydney
(Australie), indique une réduction de linhibition pré-synaptique (et de linhibition réciproque)
s’exercant sur les motoneurones du muscle soléaire de patients SLA. Bien que cette étude soit encore
en cours d’acquisition, elle soutient le défaut de I'inhibition pré-synaptique, comme suggéré par
d’autres auteurs
, et nécessiterait d’étre vérifiée au
membre supérieur également. Si celle-ci ne peut s’expliquer par une réduction des volées
rubrospinales comme a la moelle cervicale, il peut étre suggéré que les interneurones de premier et
second ordre soient intrinséquement affectés. En effet, méme s’il n’est pas totalement exclu que les
fuseaux neuromusculaires soient affectés au stade pré-symptomatique (comme chez la souris
), il apparait peu probable que les afférences périphériques d’un muscle
cliniquement non-atteint soient altérées avant leurs motoneurones (Cf. 2-4-1.b). Par conséquent, il
peut étre suggéré que l'activité des interneurones soit altérée avant celle des motoneurones,
indépendamment de toute réduction des volées périphériques, et menant ainsi a I'atteinte secondaire

des motoneurones comme il I’a été montré dans des modeéles animaux de la maladie (Cf. 2-4-1.b).

5-3-2. CONNEXIONS NON-MONOSYNAPTIQUES

Bien que quelques études aient rapporté I'atteinte des interneurones chez I'Homme et les
modeles animaux de la maladie, ces données restent trés limitées (Cf. 2-3-2.b). En plus de
I"éventuelle altération de l'inhibition pré-synaptique suggérée précédemment, nous avons observé
une augmentation de l'activité du systeme propriospinal excitateur cervical et lombaire, ainsi que

celle des cellules de Renshaw chez les patients.

SYSTEME PROPRIOSPINAL CERVICAL C3-C4

La stimulation des nerfs ulnaire au coude et radial superficiel a pour effet d’évoquer des
volées dans les afférences du groupe | (essentiellement la) et cutanée (AB), respectivement. Ces
afférences étant dépourvues de connexions monosynaptiques hétéronymes aux motoneurones du

triceps, elles nous permettent de confirmer que la facilitation et I'inhibition du PEM par les nerfs
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ulnaire au coude et radial superficiel (respectivement) se font a travers le systeme propriospinal et

leurs interneurones inhibiteurs

Nos résultats montrent que I’hyperexcitation des motoneurones (qui plus est d’un muscle
cliniquement non-atteint) résulterait de I"augmentation d’excitabilité des neurones propriospinaux
excitateurs, soutenant I’hypothése selon laquelle I’altération d’activité des interneurones précederait
et conduirait a celle des motoneurones. Par ailleurs, nous avons observé que la facilitation
propriospinale était renforcée chez les patients a travers une augmentation de sa durée mais pas de
son amplitude. Il est probable que cet allongement d’activité est associé a une augmentation
d’activité des PIC-Na* comme suggéré par et dans les
interneurones de modeles animaux de la maladie. De maniere alternative, nous n’avons pas trouvé
de modification de I'inhibition transmise par les interneurones inhibiteurs du systeme propriospinal a
travers les afférences cutanées non-atteintes (Cf. 5-1-1), reflétant I’absence d’altération de 'activité de
ces interneurones. Il peut alors étre suggéré que le prolongement de la facilitation propriospinale
résulterait d'un défaut d’excitation de leurs interneurones inhibiteurs par les afférences du groupe |
(qui sont réduites par analogie au potentiel N9, Cf. 5-1-1). En effet, il est établi que les afférences du
groupe | projettent sur les neurones propriospinaux excitateurs (@ bas seuil d’activation) et leurs
interneurones inhibiteurs (@ haut seuil d’activation). Ainsi, en augmentant la stimulation du nerf
ulnaire au coude de 0,75xMT a 1xMT, l'activité propriospinale nette passe d’une facilitation a une
inhibition par leur interneurone inhibiteur, disfacilitant I’activité des motoneurones

. Il serait ainsi intéressant de tester cette hypothése chez les patients, la
stimulation a 1xMT du nerf ulnaire au coude pourrait mener a une disfacilitation du PEM suggérant
un défaut d’activation des interneurones inhibiteurs par les afférences du groupe 1 a 0,75xMT, ou a un
renforcement de la facilitation du PEM suggérant [|"hyperactivité intrinseque des neurones

propriospinaux excitateurs (associé au PIC).

SYSTEME PROPRIOSPINAL LOMBAIRE L2-1L3
La stimulation du nerf fibulaire a pour effet d’évoquer des volées dans les afférences du
groupe | (essentiellement la), Il et cutanées. Etant donnée la différence de vitesse de conduction a
travers les afférences du groupe | (69 m/s) et Il (40-45 m/s), les ISI longs que nous avons testé refletent
la transmission des volées périphériques a travers les afférences du groupe Il qui constituent la source
principale d’excitation du systéme propriospinal excitateur
. En complément de I"étage cervical, nous avons observé un renforcement
de la facilitation propriospinale lombaire, appuyant I’hypothese selon laquelle I’hyperexcitation des
motoneurones résulterait de I"augmentation d’excitabilité des neurones propriospinaux excitateurs,

pouvant précéder et conduire a celle des motoneurones.

Bien qu’en condition de repos les afférences du groupe Il sont connues pour produire une
facilitation du réflexe H a travers I’activation du systeme propriospinal excitateur ; sous contraction
volontaire supérieure a 15% MVC, le reflexe H est inhibé a travers la convergence des volées des
nerfs fibulaire, fémoral et des volées corticospinales sur les interneurones Ib projetant sur les
motoneurones du muscle quadriceps et abolissant la facilitation du groupe Il
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. Bien qu'il ait été demandé a nos participants sains d’effectuer une contraction du muscle
quadriceps d’environ 20% MVC, nous n’avons pas observé d’inhibition du réflexe H mais une
disfacilitation (non significative). Il peut étre postulé que la réduction de la force de I'inhibition
exercée par les interneurones Ib serait liée a I’age avancé de nos participants sains

par comparaison a I’étude de

. Par extension, nous avons observé une disfacilitation significative du

réflexe H chez les patients, mais non différente de celle des participants sains, suggérant que
I"inhibition Ib n’est pas altérée dans la maladie, bien que nous I’ayons testée ici de fagon indirecte.
Pour le vérifier, il serait intéressant de tester directement I'inhibition Ib s’exercant entre les afférences

issues du muscle gastrocnemius medialis et les motoneurones du soléaire ou du quadriceps

L'existence d’atteintes des sources monoaminergiques, principalement a travers une réduction
en sérotonine a été rapportée dans la SLA , menant par conséquent
a de possibles modifications d’activité des motoneurones, des projections afférentes et de certains
interneurones (Cf. 2-3-2.c). En effet, la réduction en sérotonine peut induire une réduction
d’inhibition des afférences du groupe Il (renforgant leur effet excitateur)

et pourrait alors

expliquer le renforcement de la facilitation propriospinale lombaire que nous avons observé.

5-4. CELLULES DE RENSHAW

En stimulant le nerf tibial postérieur a une intensité maximale, nous avons évoqué de fortes
volées antidromiques dans les efférences motrices issues des motoneurones du soléaire, ayant pour
effet d’activer les cellules de Renshaw qui exercent une inhibition récurrente sur les motoneurones du
quadriceps et durant 30 ms . Nous avons montré que les cellules de Renshaw
activées par les volées périphériques issues d’un muscle cliniquement atteint (étant donné la
réduction de Mmax du muscle soléaire) induisent une forte inhibition récurrente sur les motoneurones
d’un muscle cliniquement non-atteint chez les patients. La modification de Iinhibition récurrente a
également été rapportée chez la souris mutante a travers un sprouting compensateur des cellules de
Renshaw visant a augmenter les influx inhibiteurs sur les motoneurones

, bien qu’il ne soit pas précisé si celle-ci s’effectue a travers une modification de

I"activité intrinseque des cellules de Renshaw ou de modifications morphologiques. Il est établi que

les cellules de Renshaw recgoivent leurs influx majoritairement des unités motrices de type FF mais la
force des projections est plus importante a partir des unités motrices de type S

. De plus, la dégénérescence préférentielle des unités

motrices de type F est suivie d’'un phénomene de ré-innervation de la jonction neuromusculaire par

les unités motrices de type S, relativement résistantes aux processus pathologiques (Cf. 2-3-1). Il n’est

donc pas exclu que les cellules de Renshaw soient également soumises a une ré-innervation par les

unités motrices de type S, menant par conséquent au renforcement de leur activité. D’un autre c6té, il

est établi que les cellules de Renshaw exercent une inhibition récurrente plus importante sur les
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motoneurones de type S . Par
conséquent, un tel renforcement de I'inhibition récurrente chez les patients pourrait participer a la
conservation des noyaux moteurs en réduisant leur excitabilité. En complément, un défaut de
sérotonine peut également mener a une réduction de I'inhibition des cellules de Renshaw, renforcant
ainsi leur activité inhibitrice
. Etant donné la progression stéréotypée des atteintes musculaires selon
un gradient disto-proximal chez les patients et I'inexistence de
projections récurrentes sur les motoneurones des muscles intrinseques de la main et du pied
, il semblerait que cette absence d’inhibition participerait a I'atteinte
préférentielle des musculatures distales et a la relative résistance des musculatures proximales. Il a
par ailleurs été récemment rapporté que l'atteinte précoce des musculatures distales résulte d’une
vulnérabilité dépendante de la longueur axonale et débutant a la jonction neuromusculaire
L'atteinte des musculatures proximales avec la
progression de la maladie reflete probablement l'insuffisance de Iinhibition récurrente face aux
mécanismes menant a |’hyperexcitabilit¢ des motoneurones. En complément de [l’inhibition
récurrente des motoneurones suppléant le muscle quadriceps par le nerf tibial postérieur, il serait
intéressant de tester I'inhibition récurrente des motoneurones suppléant le muscle soléaire par le nerf
fémoral afin de tester si une telle activité des cellules de Renshaw s’applique sur des muscles

cliniquement atteints (ou en devenir) a partir de noyaux moteur non-affectés.

Il est également établi que les cellules de Renshaw projettent sur les motoneurones-y et
inhibent leur activité consistant a réguler la sensibilité des fuseaux neuromusculaires a I’étirement du
muscle (les afférences du groupe Il et leur interneurones exercent, quant a eux, une excitation sur les
motoneurones-y) . I peut
alors étre suggéré qu’un exces d’inhibition par les cellules de Renshaw peut mener a réduire la
sensibilité des fuseaux neuromusculaires, participant ainsi a réduire les volées afférentes

proprioceptives a travers |'altération des fuseaux neuromusculaires, comme discutés a la partie 5-1-1.



V. CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

V1. CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

Afin de conclure cette these et dans la continuité des résultats que nous avons mis en
évidence au cours de celle-ci, il apparait opportun de souligner I'importance des propriétés de réseau
dans les mécanismes pathologiques menant au développement de la SLA, mais également de tout
autre maladie neurodégénérative. En effet, étant donné que les symptdmes cliniques de la maladie
apparaissent a la suite de l'atteinte des neurones moteurs, les recherches se sont légitimement
focalisées sur les mécanismes pathologiques participant a déstabiliser et entrainer leur
dégénérescence, ainsi qu’a tenter de déterminer les potentielles voies de propagation.
Malheureusement, cette approche consiste généralement a considérer I'atteinte de chaque élément
indépendamment, en tentant de dessiner les liens les unissant. Or, les neurones, les interneurones et
les cellules gliales appartiennent a un systeme complexe constituant un réseau dans lequel chacun
interagit étroitement avec |’autre, modulant et participant conjointement a leur activité. Par
conséquent, |'altération fonctionnelle d’un seul élément va avoir des répercussions sur I'ensemble du
systeme. En ce sens, il apparait intéressant de s’interroger sur les mécanismes prenant place en amont
de I'atteinte des neurones moteurs, ainsi que sur les raisons menant a |’atteinte préférentielle de ces

derniers et a la propagation de la maladie.

6-1. POURQUOI LES NEURONES MOTEURS SONT-ILS PREFERENTIELLEMENT
ATTEINTS?

Dans la mesure ou les protéines mutées sont exprimées tout au long de la vie du patient et de

maniere ubiquitaire (neurones moteurs , neurones sensitifs
, interneurones , glies , myocytes
), il est légitime de se demander pourquoi les neurones moteurs dégénerent

préférentiellement (et en particulier les unités motrices de type F) et pourquoi les symptdmes

n’apparaissent qu’a un age avancé ?

HYPOTHESE DU VIEILLISSEMENT

L'age doit probablement jouer un role dans I'initiation de la maladie a travers une réduction
progressive de l|'efficacité des mécanismes génétiques et métaboliques protecteurs (homéostasie,
pouvoir tampon, stress, protéasome, autophagie, protéines chaperonnes, etc.) menant par conséquent

a I"accumulation d’altération et déclenchant la dégénérescence apres avoir atteint un certain seuil

. Mais le vieillissement affectant en
principe toutes les cellules, cela n’explique pas l'atteinte préférentielle des neurones moteurs. De
maniere alternative, il a alors été proposé que la dégénérescence des neurones moteurs résulterait
d’un environnement hostile ne leur permettant pas de maintenir leur fonction . En ce sens,
les atteintes autonomes non-cellulaires a travers notamment la glie, pourraient expliquer pourquoi les

neurones moteurs dégénerent préférentiellement . Par
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ailleurs, les neurones étant des cellules post-mitotiques avec de grandes demandes métaboliques/
énergétiques liées a leur activité, il est probable qu’ils soient exposés a un plus grand degré de stress
et présentent un faible potentiel régénérateur menant a leur grande sensibilité par rapport a d’autres

cellules

HYPOTHESE DE LA FATIGABILITE

Bien que cela ne concerne que les motoneurones du membre supérieur, il a été montré que la
dominance manuelle influence le début et la propagation des faiblesses. Celle-ci refleterait alors un
stress résultant de |'utilisation excessive des motoneurones cervicaux pour les demandes physiques
routinieres, étant donné que la fonction bipéde utilise équitablement les motoneurones lombaires,
expliquant ainsi leur atteinte simultanée
L'étendue des représentations corticales et la force des projections corticospinales ont également été
postulées. En effet, il a été montré qu’il n’existe pas de projection corticospinale directe sur les
noyaux cranien oculaire et Onuf (résistants a la maladie), alors que ces projections sont fortes sur les
motoneurones suppléant les muscles de la main et de I"avant-bras, pouvant mener a leur utilisation
excessive . De
plus, il a été montré que la longueur axonale participe également a l'instabilité des jonctions
neuromusculaires et a I'atteinte préférentielle des muscles distaux

. En complément, il a été suggéré que I'atteinte pré-symptomatique des afférences

sensitives proprioceptives la/ll dans le modele murin de la maladie pourrait étre associée aux
similitudes qu’elles partagent avec les axones moteurs : gros neurone, long axone, connexions mono-
ou oligo-synaptiques aux motoneurones, dépendance aux facteurs trophiques musculaires et relation
étroite avec la glie. Il a d'ailleurs été proposé que la relative résistance des afférences Ib pourrait étre
dépendante de I’absence d’interaction directe avec le muscle, compte tenu du fait qu’elles innervent

les fibres de collagene du tendon

HYPOTHESE DES PROPRIETES INTRINSEQUES
Au sein méme des noyaux moteurs vulnérables, il a été observé que leur excitabilité
différentielle dicte leur survie (hypoexcitable) ou leur mort (hyperexcitable)
. II'a ainsi été proposé que les unités motrices de type S sont relativement
résistantes au processus dégénératif étant donné qu’elles présentent une excitabilité réduite a travers
une AHP longue, de grands PIC , une grande résistance d’entrée

et un mode de décharge tonique, menant probablement a une meilleure efficacité des

mécanismes régulant I’"homéostasie ionique et énergétique . A l'opposé, les unités
motrices de type F présentent une AHP courte, de petits PIC , une faible
résistance d’entrée et un mode de décharge phasique

. Par ailleurs, bien qu’il ait été rapporté in vitro, au stade embryonnaire,
I’augmentation des PIC-Na* dans les unités motrices de type F et S issues de modeles murins de la
maladie, les types S présentent également un courant supplémentaire probablement transmis a travers

I’augmentation des courants sortant potassiques ou d’une réduction des PIC-Ca?* (bien qu’il ait été
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suggéré que ces derniers ne sont pas présents dans la majorité des cellules au stade embryonnaire),
participant ainsi a compenser 'entrée de sodium et |’excitabilité sous-jacente . En
complément, il a été rapporté un défaut des courants inhibiteurs associé a une réduction d’expression
des récepteurs glycinergiques et GABAergiques
, des protéines tampon du calcium
et une régulation/expression
différentielle des genes et protéines impliqués dans diverses fonctions cellulaires et métaboliques

dans les unités motrices de type F comparativement au

type S.

6-2. PROPAGATION DES ATTEINTES

Les premiers déficits moteurs étant focaux, ils progressent au cours de I'évolution de la
maladie pour devenir diffus et complexes . Plusieurs modeles
de propagation ont alors été proposés afin de définir le lieu ol débute la maladie et le mode de

transmission de "atteinte aux motoneurones a travers le réseau.

HYPOTHESE DE LA PROPAGATION RETROGRADE (« DYING-BACK »)
Elle propose que la maladie serait initiée a la terminaison nerveuse, étant donné qu’il a été
rapporté que la dégénérescence de la jonction neuromusculaire précéde celle des motoneurones
. L'atteinte du soma résulterait par conséquent de la propagation rétrograde du
« pathogene » . Mais une expérience
de ré-innervation croisée menée sur le modele murin de la maladie a rapporté que la dénervation
reflete une vulnérabilité sélective des propriétés de I’axone moteur et non du muscle cible ou de la

jonction neuromusculaire

HYPOTHESE DE LA PROPAGATION ANTEROGRADE (¢ DYING-FORWARD »)
Elle suggere que I'atteinte des cellules pyramidales menerait a I'atteinte des motoneurones
, a travers le fait qu’une seule cellule pyramidale connecte plusieurs

motoneurones, menant ainsi a leur perte accrue

. Mais une étude ex vivo menée sur les motoneurones de souris
mutante au stade embryonnaire a rapporté leur hyperexcitabilité, précédant toute activité et toute
connectivité des cellules pyramidales . En effet, il est établi que l'activité
spontanée des motoneurones se met en place au stade embryonnaire, alors que celle des cellules

pyramidales ainsi que leurs projections aux motoneurones se mettent en place en post-natal

HYPOTHESE DE L’ATTEINTE INDEPENDANTE (« PRION-LIKE »)
Etant donné qu’il apparait difficile de pouvoir définir quel élément est affecté en premier, il a
été postulé que la SLA serait une maladie a dégénérescence trans-synaptique pouvant se propager

autant dans un sens rétrograde qu’antérograde. La propagation pourrait ainsi s’effectuer de neurone a
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neurone, mais également a distance a travers le sang, le liquide cérébrospinal ou la glie (formant un
syncytium) . Une
transmission semblable au mécanisme du prion (également retrouvé dans les maladies d’Alzheimer
(protéine tau), Parkinson (protéine o-synucléine) et Huntington (protéine huntingtine)

) a ainsi été proposée, compte-tenues des
similitudes entre ce dernier et les protéines mutantes SOD1, TDP-43 et FUS/TLS. En effet, |’agent
infectieux est |"isoforme mal-conformée d’une protéine normalement inoffensive pouvant se répliquer
de maniere autonome ou en forcant la conformation des protéines natives, s’agréger et exercer leur
potentiel délétere en résistant aux activités protéasiques, se propager a travers des mécanismes

d’endo/exocytose et menant ainsi a I'atteinte graduelle des neurones moteurs

, a travers les interneurones et neurones sensitifs

6-3. PROPRIETES DE RESEAU

Comme nous avons pu le voir au cours de cette these, |'atteinte des neurones moteurs ne
résulte probablement pas d’une vulnérabilité sélective, mais plutot de la convergence simultanée de
multiples altérations, provoquant des dommages non seulement dans les neurones (moteurs, sensitifs,

interneurones) mais également dans les cellules avoisinantes (glies, myocytes)

. En effet, il a été montré que la dégénérescence autonome non-cellulaire n’initie pas les

atteintes, mais participe a les amplifier et les propager

. Etant donnée l'étroite interconnexion entre les éléments de ce réseau, il n’est donc pas
surprenant de constater leur atteinte au cours de la maladie et leur participation a I’hyperexcitabilité
des motoneurones. Nos résultats révelent ainsi que l'atteinte des afférences sensitives et des

interneurones précede et participe a la propagation des atteintes aux motoneurones.

Il apparait donc primordial de considérer I'atteinte du systeme nerveux dans son ensemble
afin de mieux appréhender les processus pathologiques mis en ceuvre dans la maladie, en vue de
développer une thérapie adaptée multifactorielle et non focalisée uniquement sur les défaillances
fonctionnelles des neurones moteurs. En ce sens, nos résultats montrent que les afférences sensitives
issues des premiers muscles atteints semblent modifier I'excitabilité des neurones moteurs au travers
d’un dysfonctionnement précoce des interneurones. Il pourra ainsi étre envisagé le développement de
nouvelles pistes thérapeutiques ciblant spécifiquement les interneurones et visant a réduire I'activité
des interneurones excitateurs et de renforcer celles des interneurones inhibiteurs. Il apparait d"ailleurs
de plus en plus évident qu’une unique approche thérapeutique est insuffisante pour traiter la maladie.
En effet, malgré l’existence d’un phénotype similaire entre patients, différents mécanismes
pathologiques cellulaires et moléculaires sous-jacents sont impliqués. Cette hétérogénéité mene ainsi
a considérer que certains composés chimiques peuvent étre bénéfiques uniquement pour une sous-
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catégorie de patients et qu’une médication personnalisée serait alors requise selon les besoins
[Bendotti & Carri 2009; Ozdinler et al. 2011]. Par conséquent, les futures avancées thérapeutiques ne
viseront probablement pas a traiter la SLA mais plutot une forme de SLA a travers |'action de plusieurs
médicaments a effet synergique ou complémentaire [Bellingham 2011; Mitsumoto, Brooks, & Silani
2014].

Pour finir, malgré I’apport incontestable des modeles animaux dans I’approfondissement de
nos connaissances concernant les mécanismes pathologiques de la maladie, et notamment au stade
pré-symptomatique, l'efficacité différentielle des composés pharmacologiques (bénéfiques chez
I’animal et sans effet ou déléteres chez 'Homme [Turner & Talbot 2008; Dupuis & Loeffler 2009;
Gordon, Corcia, & Meininger 2013; Perrin 2014]) reflete que ces modeles ne permettent pas d’étudier
I’ensemble des mécanismes moléculaires et cellulaires en jeu dans la pathologie humaine. Il apparait
donc nécessaire d’accroitre les investigations sur les patients SLA en vue de compléter nos
connaissances, conjointement avec |’apport des modeles animaux afin de développer des thérapies

adaptées qui soient efficaces chez 'Homme.
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ABSTRACT

Objectives: The prevalence of sensory impairment at
an early stage of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is
still debated. The study aim was to investigate the
anatomofunctional properties of sensory pathways in
patients with ALS, combining spinal diffusion tensor
imaging (DTI) and somatosensory evoked potentials
(SEPs).

Design: Case-control study.

Settings: ALS referral centre and laboratory of
biomedical imaging (Paris, France).

Participants: Well-characterised group of 21 patients
with ALS with moderate disability (mean amyotrophic
lateral sclerosis Functional Rating Scale (ALSFRS) score
39.3+1.0) and no clinical sensory signs and control
group of 21 gender and age-matched healthy subjects.
Outcome measures: Fractional anisotropy and
diffusivity of the dorsal columns at C5-T1 levels (DTI
metrics) and SEPs after median and ulnar nerve
stimulations (latency and amplitude of N9 and N20
components).

Results: Abnormal DTI metrics indicated anatomical
damages of ascending sensory fibres in ~60% of
patients (p<0.05). Raw SEPs (uV) were smaller in
~40% of patients but the difference with healthy
subjects was not significant (p>0.16). Their
normalisation to prestimulus activity strengthened the
difference between groups (p<0.05) and allowed

identification of ~60% of patients with abnormal values.

According to N9 latency, the peripheral conduction time
was normal in patients (p>0.32) but based on N20
latency, the central conduction time (between spinal
cord and parietal cortex) was found to be slower
(p<0.05). Significant correlation was found between DTI
metrics and N9 amplitude (p<0.05). Altered SEPs were
also correlated with the disease duration (p<0.05).
Taken together, spinal imaging and electrophysiology
helped to identify ~85% of patients with subclinical
sensory defect while separated methods revealed
abnormal values in ~60%.

Conclusions: Sensory impairments have been
underestimated at early stages of ALS. These results
show for the first time the interest to combine
electrophysiology and imaging to assess non-motor
system involvement in ALS.

Trial registration number: IDRCB2012-A00016-37.

Strengths and limitations of this study

= For the first time, spinal diffusion tensor imaging
(DTI) and electrophysiological recordings were
coupled to evaluate the anatomofunctional prop-
erties of sensory pathways in humans. This com-
bined approach and the normalisation of
somatosensory evoked potentials revealed sub-
clinical sensory defects in 85% patients with
amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

= The anatomical damages of dorsal columns
revealed by spinal DTl were correlated to the
depression of the peripheral afferent volley
revealed by the lower amplitude of N9 which
further supports the fact that sensory defects
can occur at an early stage of ALS.

= Subclinical sensory impairments can manifest in
ALS and should no longer cause doubt on the
diagnosis. The defect was correlated to the
disease duration but a follow-up study would
confirm the progressive sensory affection.

INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the
most common motor neuron disease charac-
terised by degeneration of upper as well as
lower motor neurons. Postmortem anatomo-
pathology has also revealed degeneration of
sensory fibres but to a lesser extent than
motor axons, and it has been suggested that
the sensory system might be similarly affected
as the motor system, but the degeneration is
less advanced at the time of death.'™
Peripheral and central degeneration of
sensory pathways have also been reported in
presymptomatic ALS mice, suggesting that
the sensory defect occurs at a very early stage
of the degenerative rocess.*™® Accordingly,
sensory nerve biopsy’ and multiparametric
spinal imaging of the dorsal column® have
revealed subclinical anatomical damage in
patients, including those at an early disease
stage after diagnosis. From a pathophysio-
logical perspective, the role of sensory
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involvement in the degenerative process in ALS is still
unknown. From a clinical perspective, while discreet
sensory clinical impairment does not exclude ALS diag-
nosis, it is declared atypical or even excluded when
sensory abnormalities are major.” '” Because of these
uncertainties, better characterisation of the sensory
involvement in well-characterised populations of ALS is
needed.

Sensory nerve action potentials (SNAPs) and somato-
sensory evoked potentials (SEPs), routinely used to
assess sensory pathways, have been investigated exten-
sively in patients with ALS. Except in three studies,'' ™
abnormal SEPs were reported, on average, in about 1/3
patients without clinical sensory deficits.” '*** The
abnormality increases with disease severity,”” >~ and is
more common when stimulating lower limb peripheral
nerves than those of upper limbs.'® 1725 29 However, the
anatomical substrate of altered SEPs demonstrated in
previous studies remains disputed. Indeed, altered cor-
tical SEPs were not always associated with abnormal
SNAPs and/or cervicobrachial SEPs (N9). Moreover,
altered SNAPs were most often observed in patients
exhibiting sensory signs or symptoms, or were some-
times related to associated medical conditions (poly-
neuropathy, median or ulnar nerve entrapment
neuropathies).]2 20 25 27-30 11y Jine with this, the various
components of cortical SEPs are not altered unequally,
whether in amplitude and/or latency, and given the
multiple origins of the SEP components,”’ some
authors have suggested that abnormal SEPs in ALS are
not due to sensory defects but to abnormal cortico-
cortical interactions.** *2

Until now, it has therefore been difficult to establish a
link between anatomical and functional alterations of
sensory pathways in ALS, given that the latter are based
on SEPs, that depends on peripheral afferent inputs and
cortico-subcortical excitability.”! Moreover, the origin of
the neural sources, discrimination of which is based on
the latency of SEP components, becomes uncertain when
SEPs are delayed. Thus, the aim of the present work was
to test, in typical patients with ALS with distal motor dys-
functions in upper limbs and no sensory symptoms,
whether abnormal metrics of dorsal column imaging are
associated with altered SEPs, with a focus on N9 and N20
components, which depend mainly on the peripheral
afferent volley.” In addition, to control for experiment-
dependent variability of electrophysiological measure-
ments, a limitation for the interpretation of previous
studies, we propose to normalise SEP amplitude to
improve evaluation of interindividual differences, as per-
formed when studying muscular recordings.™

METHODS

Participants

Inclusion criteria were: (1) probable or definite ALS
according to the El Escorial criteria, (2) absence of
sensory  symptoms or signs  (normal  touch,

proprioception and nociception), (3) motor weakness in
hand muscles (median and ulnar nerve territories) on
the electrophysiologically explored side and (4) absence
of medical conditions associated with peripheral neur-
opathy (eg, diabetes, alcoholism, neurotoxic drugs,
nerve entrapment, neuropathy). Twenty one patients
with ALS were enrolled in the study (all but one spor-
adic; 5 females, 56.3+2 years old, range 37-76) and
21 aged- and gender-matched neurologically intact par-
ticipants (controls; 5 females, 56.6+2.1 years old, range
33-73). The disease duration from the onset of weak-
ness was 26.6+3.6 months. All patients but one were treated
with riluzole (100 mg/day) and o-tocopherol (1000 mg/
day). Clinical measures included manual muscle testing,
total Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale
(ALSFRS)-R and assessment of hand motor performance
by the ALSFRS-R subscore for handwriting, hand muscles
testing and the nine hole peg test (table 1).

Spinal diffusion tensor imaging

Image acquisitions were performed using a 3T MRI
system  (TIM Trio, Siemens Healthcare, Erlangen,
Germany) and neck/spine coil. Cardiac-gated diffusion
tensor imaging (DTI) was performed using a single shot
echo-planar imaging (EPI) sequence with monopolar
scheme. The axial slice was positioned perpendicular to
the spinal cord, in the middle of each vertebral level
between C2-T2 vertebral levels (8 slices) but the acquisi-
tion was optimised for C5-T1 (figure 1A). Imaging para-
meters were: field of view =128 mm, TR/TE=700/96 ms,
voxel size =1x1x5 mm?®, parallel acquisition: R=2, bvalue
1000 s/mm?, 64 directions, 2 repetitions, acquisition
time 10 min. For a comprehensive description of the
MRI acquisition parameters, the readers are invited to
refer to a previous paper.”*

Electrophysiology

Electrophysiological investigations were performed the
same day as the MRI in each participant. Median and
ulnar nerves were stimulated (1 ms rectangular electrical
stimulation; DS7A, Digitimer Ltd, Hertfordshire, UK) at
the wrist level using bipolar surface electrodes (0.5 cm?,
1 cm apart). All controls were stimulated on the domin-
ant side, according to The Edinburgh handedness inven-
tory;”” right side in 20 participants and left side in
1. Patients with ALS were stimulated on the most affected
side (distal hand weakness) or on the dominant side
when both sides were equally affected: 17 patients were
stimulated on the dominant right side, 1 patient on the
dominant left side and 3 patients on the left non-
dominant but more affected side. Perceptual and motor
thresholds (PT and MT, respectively; figure 2) were esti-
mated in both nerves. Stimulus intensity was then
adjusted at 9xPT in each subject. A recording surface
electrode was stuck in the supraclavicular fossa (Erb’s
point) ipsilateral to the stimulations with a reference elec-
trode on the contralateral supraclavicular fossa. A needle
electrode was inserted in the scalp, 4 cm lateral and 2 cm
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Table 1 Clinical data
ALSFR-S Muscular testing
Duration El Escorial Total Hand Total UL Hand

Patient Onset (months) criteria Atrophy (/48) (/4) (/150) (/45) (o)
1.M.68 UL 74 Probable + 42 1 148 43 8
2.M.50 UL 28 Probable + 42 1 145 40 5
3.M.54 LL 28 Probable + 41 4 120 41 8
4.M.59 LL 24 Probable + 34 3 102 39 7
5.M.62 B 12 Probable + 43 3 147 44 9
6.M.48 UL 23 Probable + 39 2 145 42 8
7.M.61 LL 33 Probable + 39 4 105 43 8
8.M.44 LL 21 Probable - 40 4 131 44 9
9.F.76 LL 26 Lab-supported - 34 4 105 41 8
10.M.66 UL 34 Probable + 37 2 144 41 6
11.M.45 B 15 Definite + 31 1 137 41 8
12.M.55 LL 58 Probable + 30 2 79 38 6
13.F.37 UL 39 Probable + 41 3 140 39 6
14.M.51 UL 10 Probable + 45 4 134 43 8
15.M.52 UL 15 Lab-supported + 46 4 145 40 8
16.F.50 UL 14 Probable + 44 4 145 44 9
17.F.56 UL 15 Probable + 40 3 144 42 7
18.M.58 LL 43 Probable + 33 3 114 42 8
19.F.62 LL 8 Probable - 40 3 145 42 8
20.M.65 UL 17 Probable + 45 3 145 40 8
21.M.63 LL 19 Lab-supported + 40 3 129 43 8

Patient. rank.gender (F, female; M, male).age (years old); Onset first clinical signs manifested in upper limb (UL) or lower limb (LL) or bulbar
(B); Duration of the disease in months; El Escorial criteria for amyotrophic lateral sclerosis (ALS): definite ALS (Definite), clinically probable
ALS (Probable), Clinically probable—laboratory supported ALS (Lab-supported); Atrophy observed (+) or not (=) on the side explored during
the electrophysiological investigations; ALSFR-S: total score of the revised ALS functional resting scale (Total/maximal score 48) and for
handwriting (Hand/4); Muscular testing: in upper and lower limbs and in the neck (Total/150), on the side explored during the
electrophysiological investigations (UL/45) and in intrinsic hand muscles (Hand/10).

posterior from Cz, in front of the primary somatosensory
cortex (S1) contralateral to the stimulations with a
surface electrode for a reference on the ipsilateral ear
lobe. Electrophysiological signals were filtered (band-
width  30-3000 Hz) and amplified (x10000; D360
8-Channel  Patient ~ Amplifier, = Digitimer  Ltd,
Hertfordshire, UK) before being digitally stored (2 kHz
sampling rate) on a personal computer for offline ana-
lysis (Power 1401 and Signal Software, CED, Cambridge,
UK). Each recording session consisted of 200 ulnar nerve
and 200 median nerve stimuli alternated randomly
(2Hz). Three recording sessions were performed for
each participant.

Data analysis

DTI

Motion correction was applied slice-by-slice using FSL
FLIRT with three degrees of freedom (Tx, Ty, Rz).
Diffusion tensor and its related metrics, fractional anisot-
ropy (FA), axial (A)) and radial (A,) and mean diffusivity
(MD), were estimated on a voxel-wise basis. The region of
interest (ROI), limited to the hemidorsal region ipsilat-
eral to the electrical stimulations, was manually defined
on each slice using geometry-based information. To avoid
any user bias, the ROI was defined on the mean diffusion
weighted images by an experienced segmentation oper-
ator (MMEM; figure 1A) 8 3% Furthermore, during ROIs

classification, the operator opted for a conservative
approach by excluding pixels that were at the cord/ corti-
cospinal fluid or white matter/grey matter interfaces.

Electrophysiology

Peak latencies of N9 (Erb’s point) and N20 (parietal)
were evaluated in each subject. The peripheral conduc-
tion velocity (CVp) was calculated according to the
distance between stimulating electrodes and C7 vertebra
and N9 Ilatency. The central conduction velocity
(CVc) was calculated according to the distance between
C7 and parietal cortex and the difference between N9
and N20 latencies. Peak-to-peak amplitude of N9
(figure 3A, B) and amplitude of the first positivity of
N20 (figure 3C, D) were measured and normalised to
the prestimulus activity (calculated over a 100 ms period,
excluding the stimulus artefact). Given the variability of
prestimulus activity, the SD of prestimulus activity was
calculated and multiplied by 2 (2xSD) to define the
positive and negative limits of background activity
(dotted lines in figure 3A, D). This procedure is com-
monly used to determine when the activity significantly
changes from background activity after stimuli. Because
these limits give a good estimation of prestimulus activity
amplitude, we used the procedure to normalise the
amplitude of SEPs.
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Spinal diffusion tensor imaging metrics. (A) T2-weighted MRI sagittal slice (rostro (R)—caudal (C) axis) and mean

diffusion-weighted images (C6 vertebra level) in one patient with amyotrophic lateral sclerosis (ALS). For each level between C5
and T1 (dashed white lines), the posterior (P, in blue) and left (L) and right (R, in red) region of interests (ROIls) were drawn
manually on the mean diffusion-weighted images to include most of the posterior column-medial lemniscus pathway (sensory
pathways) and lateral corticospinal tracts (motor pathways), respectively. The posterior ROl was split in two parts for the right and
left side of the spinal cord, according to the antero (A)—posterior axis and the slice centre of mass. Box plot charts showing
distribution of data for the radial (B) and mean diffusivity (C) in controls (black rectangles) and in patients with ALS (red
rectangles): the top and bottom line of the box correspond to the 75th centile (top quartile) and 25th centile (bottom quartile),
respectively, and the open circle in the box, to the 50th centile (median). The two bars extend from the 10th centile (bottom
centile) to the 90th centile (top centile). The bar caps delimit outliers. The top and bottom filled circles indicate the maximum and
minimum values, respectively. The cross within the box indicates the arithmetical mean. *p<0.05.

Statistics

First, each DTI and electrophysiological metric was inde-
pendently compared between groups using unpaired
t tests. Then, the metrics found to be significantly modi-
fied in patients were retained for further analyses to test
the relationships between these metrics and clinical fea-
tures for the group of participants. Thus, multiple regres-
sion analyses were performed to test the link between A,
MD, N9, N20 and CVc according to the subject groups.
In addition, Pearson correlation analyses were performed
to investigate the relationships between clinical features
and A;, MD, N9 and N20. The 95% CI of control data
was calculated for DTI and electrophysiological metrics.
These intervals were used to fix the limits of normal
values in order to identify the patients exhibiting abnor-
mal data with a risk of error less than 5%. Statistical ana-
lysis was conducted using StatEL software (http://www.
adscience.eu) and the significance level was set at p value
<0.05. Arithmetical means are indicated +1SEM.

RESULTS

Spinal DTI metrics

The box plot charts in figure 1B, C show the distribution
of A, and MD, respectively, in the hemidorsal region of
the spinal cord, corresponding to the posterior column-

medial lemniscus pathway ipsilateral to electrical stimuli
delivered when investigating SEPs (see below), in 20
controls and 19 patients (due to artefacts, 1 control and
2 patients were excluded). On average, both metrics
were significantly higher in patients than in controls
(unpaired t test, p<0.05). Abnormal values of A, and
MD were observed in 11/19 patients (57.9%). The dif-
ferences in A; and MD were not accompanied by a sig-
nificant change in FA or A (p=0.29 and 0.06,
respectively).

Similar analyses were also performed on the lateral
region corresponding to the lateral corticospinal tract.
On average, A, and MD were also higher in patients
than in controls (p<0.01 and 0.05, respectively) and FA
was smaller (p<0.05); A, was not significantly different
between groups (p=0.42).

Electrophysiological measurements

Figure 2 shows the mean PT and MT for median and
ulnar nerves in controls and patients. While PT for both
nerves was similar between controls and patients
(p=0.93 and 0.73 for median and ulnar nerves, respect-
ively; figure 2A), MT was higher in patients, reaching the
statistically significant level for the ulnar nerve (p<0.05
and 0.12 for the median nerve; figure 2B). The stimulus
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Figure 2 Perceptual and motor threshold for median and
ulnar nerve stimuli. Mean perceptual (A) and motor (B)
thresholds for median nerve (left columns) and for ulnar nerve
(right columns) estimated in the group of controls (open
columns) and of patients with amyotrophic lateral sclerosis
(red columns). Vertical bars are +1 SEM. *p<0.05.

Ulnar

intensity used for evoking SEPs (9xPT) was above MT
for both nerves in all controls and in 16/21 patients for
the median nerve and in 18/21 patients for the ulnar
nerve.

Significant difference between groups was not
observed in peak latency for N9 (for which one patient
was excluded because of artefacts) nor for N20 (table 2;
0.25<p<0.93). N9 latency only depended on the periph-
eral conduction time (between stimulating electrodes
and Erb’s point) and was thus used to estimate the CVp.
For both nerves, the CVp was found to be similar in
patients and controls (p=0.56 and 0.32, in median and
ulnar nerve, respectively). The CVc (between spinal
cord and parietal cortex) was estimated by subtracting
N20 and N9 latencies. It was slower in patients than in
controls, reaching statistical significance for the median
nerve only (p<0.05, and 0.08 for the ulnar nerve).

Figure 3A, D shows the raw signals in one control
(AC) and 1 patient (BD). Both N9 (AB) and N20 (CD)
were smaller in the patient compared to the control. On
average, the raw amplitude (in pV) of both N9 and N20
was smaller in patients than in controls, but the differ-
ence did not reach statistical significance (0.16<p<0.42;
table 2). When normalised, the difference between
groups became significant (p<0.01 and 0.001 for N9 in
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median and ulnar nerve, respectively, and p<0.05 for
N20; figure 3E, F), which confirmed that the peripheral
volley (N9) and the first component of early cortical
SEP (N20) were smaller in the patient group. No signifi-
cant correlation was observed between the amplitudes of
N9 and N20 (Pearson, p=0.67).

Abnormal N9 was observed in 17/20 patients (85%) for
the ulnar nerve and in 9/20 patients (45%) for the median
nerve. Abnormal N20 was observed in 11/21 patients
(52.4%) for the ulnar nerve and in 10/21 patients (47.6%)
for the median nerve. On average, the SEP normalisation
helped to identify 57.5% of patients with abnormal values
while 41.3% exhibited abnormal raw data (in pV).

Relationships between DTI and electrophysiological

metrics

The scatter plots in figure 4 show the dispersion of N9
and N20 amplitudes according to MD (dorsal column
ipsilateral to stimulation site) for controls and patients,
for median as well as ulnar nerves (Dixon test did not
detect any aberrant values). Multiple regression analyses
further confirmed the significant difference between
groups, in N9 and N20 amplitudes. In addition, signifi-
cant relationships were found between DTI metrics and
N9 (except for A; and N9 from ulnar) but not with N20
(see statistics in table 3). Similarly, significant relation-
ships were observed between the CVc and A; (p<0.05)
and MD (p<0.01) for the median nerve.

Figure 5 shows that a larger proportion of patients
exhibited abnormal DTI metrics and/or evoked poten-
tials (84.7+3.8% on average; red portion) compared to
patients having normal metrics (white portion). Among
the patients exhibiting at least one abnormal metric,
44.4+7.1% have both abnormal DTI and evoked poten-
tials (purple subportions). Similar proportions were
found when comparing the DTI metrics and the CVc.

Correlation with clinical features

Multiple regression analyses were performed to investi-
gate the relationships between DTI and electrophysio-
logical metrics and clinical features. A;, MD, N9 and
N20 were not correlated with any clinical features
related to hand motor performance (ALSFRS-R sub-
score for handwriting, hand muscle testing, nine hole
peg test; 0.27<p<0.79).

Pearson correlation analyses revealed a significant depres-
sion of N20 according to the disease duration (R?=0.17 and
0.15 for ulnar and median nerve, respectively; p<0.05). N9
significantly decreased with disease duration for median
nerve only (R*=0.19, p<0.05; R*=—0.05, p=0.74 for ulnar
nerve). No significant relationship was found between
disease duration and spinal DTT metrics (p>0.3).

DISCUSSION

The main result of the present study is that by coupling
spinal DTI and electrophysiology, almost 85% patients
with ALS with subclinical sensory defect in an upper
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Figure 3 N9 and N20 amplitude. Raw signal (in uV) from recordings at the Erb point level (A and B) and at cortical level (in
front of S1, C and D) in one healthy subject (control, A and C; black lines) and in one patient with amyotrophic lateral sclerosis
(ALS, B and D; red lines). Dashed lines indicate the O level. Upper and lower dotted lines indicate +2xSD and —2xSD levels,
respectively. Group data showing the mean amplitude of N9 (left) and of N20 (right) normalised to prestimulus activity in controls
(open columns) and in patients with ALS (red columns) after median (E) and ulnar nerve stimulation (F). Vertical bars are+1

SEM. *p<0.05, *p<0.01 and ***p<0.001.

limb could be identified. Considered separately, each
technique revealed abnormal values in less than 60%
patients. The second novelty of this study is that
normalisation helped to identify more patients with
abnormal SEP from a 40% detection rate when
expressed in uV, to 60% when taking into account the
level of prestimulus activity. This study has also shown a
significant relationship between DTI metrics and N9,
and a significant depression of evoked potentials with
disease duration.

Reliability of spinal DTI

Spinal DTI metrics were found to be significantly altered
in patients, which gives further support for early anatom-
ical damage of the dorsal columns in ALS. Compared to
our previous study,”® the patients in the present study

exhibited less motor weakness especially in proximal
upper limb muscles. Accordingly, A, for the lateral corti-
cospinal tracts was lower in the present study compared
to the previous one, which supports a less severe impair-
ment of the motor pathways in the patients investigated
here. Moreover, while the relationship between motor
and sensory deficits has not been characterised so far,
some studies have reported increased SEP alteration
with the disease severity.”’ ***** Given that the degener-
ation is likely to be slower in sensory pathways than in
motor pathways,” one would expect a smaller A, for the
dorsal columns in the present study, compared to the
previous one,® which was the case. Thus, the comparison
between the two studies indicates that spinal DTT is a
reliable and very sensitive method for detecting anatom-
ical tract defects at spinal level.

6
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Table 2 N9 and N20 characteristics

Median Ulnar
Controls ALS Controls ALS
N9
Latency 10.7+0.2 10.8+0.2 11.4+0.2 11.3x0.2
CVp 65.9+0.9 66.6+0.7 62.1£0.9 63.5+1.1
Amplitude  6.1+0.5 5.1+0.5 5.3+0.8 4.2+0.4
N20
Latency 19.0£0.4 19.5+0.3 19.2+0.3 19.6+0.3
CVc 31.5+1.2 28.3+1.0* 33.4+1.4 30.3x1.2
Amplitude  7.4+0.2 7.2+0.2 7402  7.0£0.2

Latency: mean peak latency (ms+1 SEM) of N9 recorded at the
Erb point, and of N20 recorded at the level of primary
somatosensory cortex (S1) for median and ulnar nerves, in
controls and patients with amyotrophic lateral sclerosis. CVp:
peripheral conduction velocity (m/s+1 SEM) according to N9 peak
latency and the distance between stimulation site and C7 vertebra.
CVec: central conduction velocity (m/s+1 SEM) according to the
difference between N20 and N9 peak latencies and the distance
between C7 vertebra and recording site, in front of S1. Amplitude:
peak-to-peak amplitude of N9 and peak amplitude of N20 (uV).
*p<0.05.

Normalisation of electrophysiological measurements

The amplitude of SNAPs and SEPs produced by mixed
nerve stimulation are usually compared using the raw
signals expressed in uV. However, it is well known in elec-
trophysiology that intrinsic (background activity, individ-
ual bioelectrical characteristics) and extrinsic factors
(single-use electrodes, whose properties and position
can slightly differ across experiments) can influence the
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signals, which accounts for the huge interindividual and
intraindividual variability of EEG recordings.”® Some
studies on visual evoked potentials in humans have
revealed the influence of the level of prestimulus EEG
activity on the size of the evoked potentials and reported
better reliability with normalised data.®” *® Here, SEPs
were normalised to 2xSD of prestimulus activity, which is
commonly used to evaluate the level of activity before
conditioning, and to determine when the poststimulus
signal deviates significantly from background activity.
Normalisation of evoked potentials to this value allowed
the basal activity to be taken into account and reduced
the variability due to noise. Comparison of normalised
data strengthened the differences between groups,
helped to identify more patients with abnormal values
and indicated a greater mean suppression from 20% (in
raw data) to 50% (when normalised) for N9 and <5% to
20% for N20 (according to the mean values in controls).
The comparison of raw and normalised data suggests
that abnormal SNAPs and SEPs in ALS might have been
previously underestimated.

Alteration of peripheral volleys

Histological evidence for sensory nerve degeneration
has only been found in lower limbs with sural nerve
biopsies.” In upper limbs, abnormal SNAPs were found
mainly in patients with clinical sensory
signs.7 122025 27°29 30 T4 some extent, we found analo-
gous results because the characteristics of N9 (Erb’s

B
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Figure 4 Relationships between diffusion tensor imaging and electrophysiological metrics. N9 (A and C) and N20 (B and D)
amplitude (% 2xSD of the prestimulus activity) plotted against the mean diffusivity (x10~2 mm?/s) for median nerve (A and B) and
for ulnar nerve (C and D). Each open circle represents one control and each red circle, one patient with amyotrophic lateral

sclerosis.
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Table 3 Results of multiple regression analyses

Regression Group AL MD Residuals
Median
N9 0.27 212.3 2.04x10%® —1.96x10*¢ 673.4
0.013* 0.025* 0.05* 0.024* 0.14
N20 0.13 290.8 1.87x10*° —1.21x10*® 491.4
<0.05* <0.014* 0.14 0.24 0.38
Ulnar
N9 0.39 136.4 7.51x10*° —8.40x10*° 392.0
<0.001*** <0.01* 0.1 0.028* 0.06
N20 0.21 241.8 1.96x10*® —1.34x10*® 629.9
<0.034* <0.014* 0.06 0.12 0.18

Regression: R? and p value of multiple regression for N9 and N20 produced by median or ulnar nerve stimuli. Group: effect of the group of
participants (amyotrophic lateral sclerosis vs controls), coefficient and p value. 1, : Effect of the radial diffusivity, coefficient and p value. MD:
effect of the mean diffusivity, coefficient and p value. Residuals: coefficient and p value of the constant.

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001.

point) were as in controls: similar peak latency and
similar CVp with no significant change in the mean raw
amplitude (in pV). However, abnormal raw values were
observed in 20-50% of patients and the normalisation
strengthened the difference between groups, which
further supports subclinical peripheral abnormalities.?’
Our group of patients was very homogenous in regard
to hand muscle weakness in the median and ulnar nerve
territories, which might account for the higher propor-
tion of patients exhibiting abnormal N9 compared to
previous studies.?12% Alternatively, a reduced antidromic
volley in motor axons may account for N9 depression.
However, a study performed in patients with pro-
nounced or complete loss of motor axons in the median
nerve failed to reveal any change in N9.* According to

v, .
V' Normal metrics V Abnormal metrics

hand motor weakness, we found a higher MT in patients
and, in some, the conditioning stimuli used to evoke
SEPs were below MT. However, these patients did not
exhibit the smallest N9 and there was no link between
abnormal N9 values and MT. Lastly, the relationship
between spinal DTI and N9 further supports the fact
that the latter depends mainly on the peripheral sensory
afferent volley’' and its alteration in ALS.

Origin of the impairments along the sensory pathways

The present changes in spinal DTI metrics give further
evidence for anatomical impairments of sensory path-
ways in ALS. The alteration of N9 amplitude, without
changes in peripheral conduction velocity, suggests loss
of peripheral sensory axons.”™®

_r v DTl only
— i
—~ V Evoked potentials only

V Both DTl and evoked potentials

Median

Figure 5 Patient data distribution. Proportion of patients exhibiting normal (white portion) and abnormal diffusion tensor imaging
(DTI) metrics and/or abnormal amplitude of N9 (A and B) or N20 (C and D; red portion) for the median (A and B) and ulnar nerve
(C and D). Among the patients with abnormal metrics (red portion), the proportion of patients with abnormal DTI metrics only
(and thus normal evoked potentials) is illustrated by the blue subportion, the proportion of patients with abnormal evoked
potential only (and thus normal DTI) is illustrated by the green subportion, and the proportion of patients with abnormal DTI
metrics and abnormal evoked potentials is illustrated by the purple subportion.
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The first cortical component N20 was delayed and
depressed to a lesser extent than N9. The absence of cor-
relation between the alterations of N9 and N20 can be
explained by the fact that at a stimulus intensity producing
maximal N20, N9 reached half its maximal size, and this
intensity can be at or slightly above MT.*’ Therefore, at
the stimulus intensity we used (9xPT, which was above MT
in most participants), N20 was likely to be maximal and,
because of saturation, the measurements might have been
less sensitive at a cortical level than at a peripheral level.
However, N20 not only depends on the sensory afferent
inputs, but also to central processing.”’ Accordingly, a
recent cerebral MRI study has shown atrophy in the thal-
amus,”’ suggesting that the thalamocortical relay for
sensory information may be altered in ALS. In line with
this, we found a slower CVc in patients than in controls,
without any change in CVp. Therefore, abnormal N9 and
N20, together with impaired spinal DTI reported here,
give strong evidence for subclinical sensory defects in ALS
at peripheral as well as central levels.

Comparing median nerve and skin stimuli suggests that
N20 mainly depends on cutaneous inputs to the 3b
area.’! 27 Thus, altered N20 from median nerve stimu-
lation could suggest impaired cutaneous fibres. However,
if low-threshold cutaneous afferents were affected, this
would have influenced PT, which was found unchanged.
Alternatively, changes could be due to proprioceptive
afferents. Cutaneous fields innervated by median nerve
are larger than those innervated by ulnar nerve but 75%
intrinsic hand muscles are innervated by ulnar nerve.
Additionally, SEPs from mixed nerves in lower limbs,
probably more motor than the median nerve (such as
ulnar nerve), are mainly produced by proprioceptive
afferents.”® Therefore, impaired proprioceptive inputs
would affect SEPs produced by ulnar nerve more than
those produced by median nerve, which was the case.

The absence of clinical sensory signs, of correlation
between sensory defect and motor symptoms and the
fact that DTI metrics for the lateral corticospinal tract
were more affected than those for the dorsal columns
suggest that the impairment of sensory pathways was less
than that of motor systems. However, the correlation
with disease duration suggests that the degeneration of
sensory pathways is progressive.

CONCLUSIONS

The combination of normalised electrophysiological
measurements and spinal DTI metrics suggest that
sensory deficits in ALS have been previously underesti-
mated and gives further evidence for early degeneration
in sensory pathways at peripheral as well as central
levels. These results show, for the first time, the benefit
of combining electrophysiology and biomedical imaging
to assess non-motor system involvement in ALS.
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« Abnormal sensory inputs would perturb sensory-motor integrations in ALS.
« Compensatory mechanisms at spinal level amplify motoneuron response to sensory inputs.
« Enhanced motoneuron response to sensory inputs may contribute to excito-toxicity.

ABSTRACT

Objective: Subclinical sensory defect can be detected early in ALS. Its impact on spinal excitability was

assessed by testing the effects produced by intrinsic hand muscle afferents in triceps brachii motoneu-

rons of patients with distal motor weakness.

Methods: TMS was applied over the motor cortex to produce MEP in contralateral triceps during tonic

contraction. The intensity varied to compare the full MEP recruitment curve in ALS patients and controls.

Then, median and ulnar nerve stimulations at wrist level were combined to TMS to compare the resulting

changes in MEP size in both groups.

Results: MEP recruitment curves were similar in both groups but MEP threshold was significantly higher

in ALS. At sub-threshold intensity for MEP, TMS depressed more EMG activity in ALS than in controls.

Nerve stimuli increased MEP size in both groups with similar temporal characteristics but the level of

facilitation was stronger in ALS.

Conclusion: Cortical hypo-excitability in ALS was accompanied with stronger intra-cortical inhibition in

triceps area. While the corticospinal and peripheral inputs were likely depressed, spinal motoneuron

response to combined inputs was particularly enhanced in ALS.

Significance: Spinal network properties likely compensate for depression of afferent inputs leading to

motoneuron hyper-excitability, which may contribute to excito-toxicity.

© 2016 International Federation of Clinical Neurophysiology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights
reserved.

1. Introduction

level and the depression of peripheral afferent volleys produced
by mixed nerve stimulations in ALS patients without clinical sen-

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common motor
neuron disease characterized by the degeneration of upper and
lower motor neurons. We have recently shown a correlation
between altered diffusion imaging of dorsal columns at cervical
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sory signs (Iglesias et al., 2015). This study confirmed that subclin-
ical sensory impairment can manifest early in ALS and we
suggested a particular defect in proprioceptive afferents. This
hypothesis is further supported by a recent study reporting specific
degeneration of muscle spindle group I and group II afferents in
presymptomatic ALS mouse model (Vaughan et al., 2015). At spinal
level, muscle spindle group la afferents have diffuse monosynaptic
projections onto various upper limb motoneurons, especially from
distal muscles to motoneurons supplying proximal muscles
(Pierrot-Deseilligny and Burke, 2012). This pattern corresponds
to the classical forms of progression of motor dysfunctions in
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ALS. We therefore addressed the question on how sensory inputs
from clinically affected hand muscles are integrated by motoneu-
rons controlling proximal muscle without weakness.

The monosynaptic Hoffmann reflex (H-reflex), produced in a
muscle by its own group Ia afferents, has been found reduced in
ALS to the same extent as the maximal size of the direct motor
response (Mmax; similar Hmax/Mmax ratios), likely due to periph-
eral motor denervation (Drory et al, 2001; Simon et al., 2015).
Studies on single motor units gave rise to confusing results show-
ing either no changes or alterations of group la monosynaptic exci-
tation (Soliven and Maselli, 1992; Nakajima et al., 1996). Moreover,
these studies were performed on clinically affected muscles. The
aim of the present study was to investigate excitation produced
in asymptomatic triceps brachii in patients with hand motor weak-
ness, assuming that triceps motoneurons are not or at least less
affected than those innervating muscle groups with clinical signs
(weakness, atrophy). This combination corresponds to an experi-
mental paradigm to assess heteronymous monosynaptic group la
excitation (Lourenco et al., 2007). Because it is not possible to
investigate the change in triceps H-reflex, the effects produced
by median and ulnar nerve stimulation were tested on motor
evoked potential (MEP) produced in triceps EMG by transcranial
magnetic stimulation (TMS).

The MEP size being dependent on the excitability of motor cor-
tex and spinal motoneurons, the recruitment curve was first inves-
tigated on the triceps MEP. Indeed, cortical hyper-excitability and
consequently a possible change in the corticospinal control has
been claimed as an early feature of ALS. Evidence relies on larger
MEPs normalized to Mmax, depressed short intra-cortical inhibi-
tion and shorter silent period in ALS patients compared to controls
(Zanette et al., 2002a; de Carvalho et al., 2003; Vucic et al., 2013b).
On the contrary, studies on single motor units revealed no change
or reduction of TMS-induced peaks in peri-stimulus time his-
tograms and lengthened inter-spike intervals, which suggest
depressed corticospinal excitation and enhanced cortical inhibition
(Eisen et al., 1996; Nakajima et al., 1996; Kohara et al., 1999;
Schmied and Attarian, 2008).

As a consequence, some uncertainties remain on the control of
spinal motoneurons by motor cortex and group la afferents in ALS.
Moreover, most of the previous studies focused on affected mus-
cles whose electromyogram (EMG) modulation may be difficult
to interpret given the changes at peripheral level (denervation
and motor axonal sprouting; Gordon et al., 2004). Therefore, we
firstly investigated the excitability of the corticospinal pathway
to triceps motoneurons in ALS patients with normal clinical evalu-
ation of triceps (force, EMG), to avoid any bias in EMG analysis and
to evaluate the corticospinal excitability in a presymtomatic mus-
cle group. The electrophysiological investigations were combined
with spinal diffusion imaging to evaluate the anatomical integrity
of the corticospinal tract. Then, we investigated the effects of med-
ian and ulnar stimulation on triceps MEP, expecting a greater MEP
size on combined stimuli due to convergence of peripheral and cor-
ticospinal inputs at motoneuron level. This experimental design
allowed us to investigate the integration of afferent inputs from
affected muscles by motoneurons supplying presymptomatic mus-
cle group. The triceps MEP recruitment curves, the diffusivity in
the corticospinal fibres and the effects of ulnar and median nerve
stimulation on triceps MEP in ALS patients were compared to a
matched group of healthy subjects.

2. Methods
2.1. Ethics and participants

The study conformed to the standards set by the latest revision
of the Declaration of Helsinki and has been approved by the ethics

committee of Pitié-Salpétriere Hospital (CPP-Ile-de-France VI, ID
RCB 2012-A00016-37). All participants gave informed written con-
sent to the experimental procedures.

Inclusion criteria were: (1) probable or definite ALS according to
the El Escorial criteria, (2) absence of sensory symptoms or signs
(normal touch, proprioception and nociception), (3) motor weak-
ness in hand muscles (median and ulnar nerve territories) on the
electrophysiologically explored side, (4) normal clinical evaluation
(motor testing, reflex and absence of atrophy or fasciculation) and
normal EMG in triceps brachii, (5) absence of medical conditions
associated with peripheral neuropathy (for example, diabetes,
alcoholism, neurotoxic drugs, nerve entrapment, neuropathy).
Twenty-one ALS patients were enrolled in the study (all but one
sporadic; 5 females, 56.3 * 2.0 years old, range 37-76) and 21 age
and gender-matched neurologically intact subjects (controls; 5
females, 56.6 + 2.1, range 33-73). The disease duration from the
onset of weakness was 26.6 + 3.6 months. All patients but one were
treated with riluzole (100 mg/day) and alpha tocopherol
(1000 mg/day). The predominance of upper (UMN) or lower motor
neuron (LMN) signs considering the 4 body regions (bulbar, cervi-
cal, dorsal and lumbosacral) was determined in each patient (UMN
or LMN predominant). Clinical measures included manual muscle
testing (Medical Research Council MRC testing), total ALSFRS-R
and assessment of hand motor performance by the ALSFRS-R
sub-score for handwriting and the 9-hole peg test (Table 1).

2.2. Electrophysiology

Electrophysiological investigations were performed the same
day as MRI in each participant. During the electrophysiological
investigations, the patients were seated in an armchair comfort-
ably. The shoulder was in slight abduction (20°), the elbow was
semi extended (120°) with the forearm resting on the arm of the
chair, and the hand was in prone position.

2.2.1. EMG recordings

Triceps brachii EMG activity was recorded with bipolar surface
electrodes (foam disposable electrodes with solid gel, 2-cm apart;
FIAB, Florence, Italy). EMG activity was amplified (x10,000) and fil-
tered (0.1-1-kHz bandpass; D360 8-Channel Patient Amplifier,
Digitimer Ltd, Hertfordshire, UK) before being digitally stored on
a personal computer (2-kHz sampling rate; Power 1401 and Signal
Software, CED, Cambridge, UK). The mean level of EMG activity
produced during the maximal voluntary contraction (MVC) of tri-
ceps was evaluated in each participant. Then, all the EMG record-
ings were performed during tonic voluntary contraction of
triceps at 10-15% MVC, with the help of visual feedback (the mean
EMG activity was displayed on an oscilloscope).

2.2.2. Electrical stimulations

Median and ulnar nerves were stimulated (1-ms rectangular
electrical stimulation; DS7A, Digitimer Ltd, Hertfordshire, UK) at
the wrist level using bipolar surface electrodes (0.5 cm? 1-cm
apart). All controls were stimulated on the dominant side, accord-
ing to the Edinburgh handedness inventory (Oldfield, 1971); right
side in 20 subjects and left side in 1. The ALS patients were stimu-
lated on the most affected side (distal hand weakness) or on the
dominant side when both sides were equally affected: 17 patients
were stimulated on the dominant-right side, 1 patient on the
dominant-left side and 3 patients on the left-non-dominant but
more affected side. Perceptual threshold (PT) was estimated in
both nerves. The radial nerve was stimulated in the armpit using
a 5-cm? brass electrode (cathode) and a 35-cm? brass plaque
(anode) placed on the deltoid. The electrodes were positioned to
produce a twitch in triceps and the intensity was increased to
evoke Mmax in triceps EMG.
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Table 1
Clinical data.

Muscular testing

Patient Onset Months ALS Atrophy UMN vs. LMN ALSFR-S (/48) Total (/150) Hand (/10) Ext. (/5) Flex. (/5) Abd. (/5)
1. M.68 UL 74 P + UMN 42 148 8 5 5 5
2. M.50 UL 28 P + LMN 42 145 5 5 5 5
3. M.54 LL 28 P + UMN 41 120 8 5 5 5
4. M.59 LL 24 P + UMN 34 102 7 5 4 5
5. M.62 B 12 P + UMN 43 147 9 5 5 5
6. M.48 UL 23 P + UMN 39 145 8 5 5 5
7. M.61 LL 33 P + LMN 39 105 8 5 5 3
8. M.44 LL 21 P — LMN 40 131 9 5 5 5
9.F.76 LL 26 LS — UMN 34 105 8 5 5 5
10. M.66 UL 34 P + UMN 37 144 6 5 5 5
11. M45 B 15 D + UMN 31 137 8 5 4 3
12. M.55 LL 58 P + LMN 30 79 6 5 5 5
13. F.37 UL 39 P + UMN 41 140 6 5 5 5
14. M.51 UL 10 P + UMN 45 134 8 5 3 3
15. M.52 UL 15 LS + LMN 46 145 8 5 5 5
16. F.50 UL 14 P + LMN 44 145 9 5 5 5
17. F.56 UL 15 P + LMN 40 144 7 5 5 5
18. M.58 LL 43 P + LMN 33 114 8 5 5 5
19. F.62 LL 8 P - UMN 40 145 8 5 5 5
20. M.65 UL 17 P + LMN 45 145 8 5 3 5
21. M.63 LL 19 LS + LMN 40 129 8 5 5 5

Patient: rank.gender (F = female-M = male).age (years old); Onset: first clinical signs manifested in upper limb (UL) or lower limb (LL) or bulbar (B); Months: duration of the
disease in months; ALS: El Escorial criteria for ALS: Definite ALS (D), Clinically probable ALS (P), Clinically probable - laboratory supported ALS (LS); Atrophy observed (+) or
not (—) on the side explored during the electrophysiological investigations; UMN vs. LMN: patient exhibiting lower of upper motor neuron syndrome; ALSFR-S: total score of
the revised ALS functional resting scale (maximal score 48); Muscular testing: for upper and lower limbs and the neck (Total/150) and the sub-scores for hand muscles
(hand/10), elbow extensors (Ext./5), elbow flexors (Flex./5) and shoulder abductors (Abd./5) on the side explored during the electrophysiological investigations.

Peripheral (Erb’s point) and cortical somato-sensory evoked
potentials (SEPs) were collected to investigate the conduction of
sensory pathways. The results collected in the same groups of sub-
jects are reported in Iglesias et al. (2015).

2.2.3. Transcranial magnetic stimulation

TMS was delivered over the primary motor cortex using a Mag-
stim Rapid (Magstim Co Ltd, Whitland, UK) and a single 90-mm
circular winding coil. The face B of the coil was visible (clockwise
inducing current) for stimulating the right upper limb, and face A
for the left side (Hess et al., 1987). The coil was positioned over
the longitudinal fissure, slightly tilted towards the target hemi-
sphere, at the optimal site for producing an MEP in the contralat-
eral triceps EMG during tonic contraction at 10-15% MVC. The
participants wore a cap on which the position of the coil was
marked to ensure the stability of TMS across the experiment. The
TMS intensity was ranged randomly with 2% maximal stimulator
output (MSO) stepwise, between intensities around the active
MEP threshold (AMT) and the intensity producing maximal MEP;
we also tested intensities 4-6% MSO higher than that producing
maximal MEP. Ten stimuli (0.33 Hz stimulation rate) were deliv-
ered at each intensity, to plot the mean MEP size against TMS
intensity in each subject (MEP recruitment curve). The EMG mod-
ulations after subthreshold TMS (for MEP) were analyzed to assess
the cortical inhibition (Davey et al., 1994).

2.2.4. Combined TMS and peripheral nerve stimulations

The effects produced in triceps motoneurons by median and
ulnar nerve stimuli were estimated by comparing the size of MEP
produced by isolated TMS and the size of MEP produced by com-
bined TMS and peripheral nerve stimulation. Based on the MEP
recruitment curve, TMS intensity was adjusted at the intensity
for evoking an MEP at about half its maximal size (Isg). The stimu-
lus intensity of ulnar and median nerves was adjusted at 6 x PT;
we did not find any significant differences in PT between controls
and ALS patients (Iglesias et al., 2015). One recording session
consisted in 20 isolated TMS, 20 TMS combined with ulnar nerve

stimuli, and 20 TMS combined with median nerve stimuli, ran-
domly alternated (0.33 Hz). One interval between peripheral nerve
stimulation and TMS (inter-stimulus interval, ISI) was investigated
during one recording session. The theoretical ISI for convergence of
group la and corticospinal inputs at motoneuron level was esti-
mated by calculating the difference between peripheral (from the
wrist to triceps motoneurons) and central (from motor cortex to
triceps motoneurons) conduction times (see the general methodol-
ogy in Pierrot-Deseilligny and Burke, 2012). The peripheral afferent
conduction time was estimated using the mean conduction veloc-
ity in group Ia fibers stimulated at the wrist level (69 ms™!;
Marchand-Pauvert et al., 2000) and the distance between stimula-
tion site and C7 vertebra in each participant. The central conduc-
tion time was estimated using the fastest conduction velocity
estimated in pyramidal tract after TMS in humans (70 ms™!;
Boyd et al., 1986; Inghilleri et al., 1989; Fujiki et al., 1996) and
the distance between motor cortex and C7. Experimental ISIs were
chosen according to this estimation, starting between 6 and 8 ms
depending on the estimation in the subject and decreasing the
interval with 0.5-1-ms stepwise to determine the shortest and
optimal ISI for producing a larger MEP in EMG on combined stimuli
(conditioned MEP) than the MEP produced by isolated TMS (test
MEP), due to summation of corticospinal and peripheral inputs at
spinal level.

2.3. Spinal diffusion tensor imaging

Image acquisitions were performed using a 3T magnetic reso-
nance imaging (MRI) system (TIM Trio, Siemens healthcare, Erlan-
gen, Germany) and neck/spine coil. Cardiac-gated diffusion tensor
imaging (DTI) was performed using a single-shot EPI sequence
with monopolar scheme. The axial slice was positioned perpendic-
ular to the spinal cord, in the middle of each vertebral level
between C2-T2 vertebral levels (8 slices) but the acquisition was
optimized for C5-T1. Imaging parameters were: FOV =128 mm,
TR/TE = 700/96 ms, voxel size=1 x 1 x 5mm?>, parallel acquisi-
tion: R=2, b-value 1000s/mm? 64 directions, 2 repetitions,
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acquisition time 10 min (Cohen-Adad et al., 2011, 2013; Mendili
et al., 2014; Iglesias et al., 2015).

2.4. Data analysis

2.4.1. EMG recordings

EMG activity was full-wave rectified for averaging. The mean
surface of pre-stimulus EMG activity was calculated over a 100-
ms period, excluding the stimulus artifact. Then, the mean area
of pre-stimulus activity was estimated over the same duration as
the post-stimulus responses (background EMG). The MEP latency
and duration were visually determined and the MEP area was eval-
uated within this time window. The areas of EMG suppression and
facilitation induced by sub-threshold TMS were also evaluated
within a window of analysis delineated by their latency and dura-
tion. The differences between post-stimulus responses (MEP, EMG
suppression and facilitation) were normalized to the background
EMG, and background EMG to EMG during MVC, for inter-
individual comparisons.

2.4.2. MEP recruitment curves
The mean area of MEP was evaluated at each intensity, and
plotted against the TMS intensity. The experimental data were fit-
ted with the following 3-parameter sigmoid function (Devanne
et al,, 1997; Carroll et al., 2001), shown in Eq. (1):
MEP = Lax“ﬁﬂj (1)
1+er
where maxMEP is the maximal size of MEP, Isq is the TMS intensity
producing half maxMEP and k is the Boltzmann slope parameter.
The peak slope of the function was calculated to provide an
indication of the maximal rate of increase in MEP magnitude with
stimulus intensity (Carroll et al., 2001), shown in Eq. (2):

(4)maxMEP
W )

Sigmoid fit and evaluation of peak slope were performed in
each subject, individually. The estimated values of each parameter
of the sigmoid (maxMEDP, Iso and k) were extracted in each subject
and we calculated the mean of each parameter and the 95% confi-
dence intervals (CI) in control and ALS group. The mean estimated
maxMEP, the mean estimated Iso and the mean k were used to
draw the mean estimated sigmoid curve in each group. The 95%
CI of each parameter were used to draw the confidence bands
around curve: the thinnest band was based on the 95% CI of each
parameter around the mean of the other parameters and the lar-
gest band, by changing all the parameters in their 95% CI, simulta-
neously (script developed with Matlab, Natick, MA, USA). Each
band indicates, respectively, the variability depending on non-
simultaneous and simultaneous changes in the 3 parameters of
the sigmoid function.

Peak slope =

2.4.3. Conditioned MEP

For each subject, at each ISI investigated, the areas of test (TMS
alone) and conditioned MEP (TMS + peripheral nerve stimulation)
were evaluated within the same window of analysis and the condi-
tioned MEPs were normalized to the corresponding mean test MEP
size. This ratio was used to estimate the effect of median and ulnar
nerve stimuli on triceps MEP.

2.4.4. Diffusion tensor imaging

Motion correction was applied slice-by-slice using FSL FLIRT
with 3° of freedom (Tx, Ty, Rz). Diffusion tensor and its related
metrics, fractional anisotropy (FA), axial (4,) and radial (1,) and
mean diffusivity (MD), were estimated on a voxel-wise basis. The

region of interest (ROI), limited to the hemi-lateral region includ-
ing the lateral corticospinal tract, ipsilateral to the electrical stim-
ulations, was manually defined on each slice using geometry-based
information. To avoid any user bias, the ROI was defined on the
mean diffusion weighted images by an experienced segmentation
operator. Furthermore, during ROIs classification, the pixels that
were at the cord/corticospinal fluid or white matter/gray matter
interfaces were excluded.

2.5. Statistics

Conditioned and test MEPs were compared in each individual
using paired t tests. The group data were compared using paramet-
ric and non-parametric tests depending on the data distribution
and the variances. For the comparisons of two means, t test or
Mann-Whitney test were used. Dixon test was performed to iden-
tify the outliers. Pearson product moment correlations were per-
formed to test the relationships between two quantitative values
and multiple regression analyses were done for multiple factor
analyses. To facilitate the reading, the tests used are indicated in
the text. The statistical analysis was conducted using SigmaPlot
(Systat Software, Inc, San Jose, CA, USA) and the significance level
was set at P value <0.05. Arithmetical means are indicated 1 stan-
dard error of the mean (SEM).

3. Results
3.1. Corticospinal control onto triceps motoneurons

One patient stopped the electrophysiological protocol because
he disliked peripheral nerve stimulation (12.M.55; Table 1). In 2
other patients (13.F.37 and 19.F.62; Table 1), it was not possible
to evoke any MEP in triceps EMG. Therefore, the following reported
results were obtained from 21 controls and 18 patients.

Fig. 1AB shows the mean MEPs produced in triceps EMG in one
control and one ALS patient with increasing TMS intensity. While
MEPs were similar in shape and duration in both subjects, the
threshold intensity was higher in the patient (52-54% MSO) than
in the control (38-40% MSO). On average, AMT was significantly
higher in ALS patients compared to controls (61.9+2.6 vs.
46.3 + 2.3% MSO; t test, P < 0.001; Fig. 1C). On the other hand, there
was no difference between groups in MEP latency (the mean short-
est latency was 11.8+0.3 in ALS vs. 11.9+0.4 ms in controls;
Mann-Whitney, P=0.73) and duration (15.2+0.9 in ALS vs.
16.6 + 1.0 ms in controls; t test, P=0.78). Pearson correlation anal-
ysis did not reveal any significant correlation between MEP thresh-
old and DTI metrics (0.12 < P<0.87).

The box plot charts in Fig. 1D indicate that the raw maxMEP in
most ALS patients (15/18) was within the same range as controls.
Accordingly, the mean raw maxMEP was not significantly different
between groups (7.9 +0.9 in ALS vs. 8.5+ 1.2 uV/ms in controls;
Mann-Whitney P = 0.64). Dixon tests revealed that the highest val-
ues in both groups were significant outliers (P < 0.05) but compar-
ing the 2 groups without them did not change the results. Similar
analyses were undertaken to compare the size of Mmax in both
groups (no significant outliers, Dixon 0.9 < P0.6), which was found
significantly smaller in ALS patients than in controls (1.8 £ 0.3 vs.
3.5+ 0.5 mV; t test P<0.01; Fig. 1E). As a result, the ratio (maxMEP
area/Mmax area) was significantly higher in patients (18.7 £ 3.0 vs.
10.6 + 1.4% Mmax; t test P<0.05).

EMG recordings were performed during tonic voluntary triceps
contraction at 10-15% MVC, and the mean level of pre-stimulus
EMG activity was similar in patients and controls (13.5+1.7 vs.
12.7 + 1.5 mV, respectively; t test, P=0.16). For a valid inter-
individual comparison and avoid any bias due to the recording
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Fig. 1. Triceps MEP and Mmax. AB, mean EMG activity (N = 10) around TMS delivery in one control subject (A) and in one ALS patient (B). Each trace corresponds to the result
of a given intensity with 2% MSO stepwise: from 36% to 54% MSO in the control subject (A) and from 50% to 68% MSO in the ALS patient (B). CDEF, Box plot charts showing the
data distribution for the MEP threshold (% MSO, C), the MEP maximal area (1V/ms, D), Mmax amplitude (mV, E), and the maximal area of the MEP above the EMG baseline (%
background EMG, F), in controls (left boxes) and in ALS patients (right boxes): the top and bottom line of the box correspond to the 75th percentile (top quartile) and 25th
percentile (bottom quartile), respectively, and the open circle in the box, to the 50th percentile (median). The two bars extend from the 10th percentile (bottom centile) and
to the 90th percentile (top centile). The bar caps delimit the outliers. The top and bottom filled circle indicate the maximum and minimum value, respectively. The cross

within the box indicates the arithmetical mean.

conditions (De Luca, 2008), MEPs were normalized to the back-
ground activity. Fig. 1F shows the distribution of normalized max-
MEP, which was not significantly different between groups
(190.0 £26.5 in ALS vs. 231.0 £ 22.0% background EMG in controls;
Mann-Whitney, P =0.08).

For each subject, the normalized MEPs were plotted against
TMS intensity and the data were fitted with the 3-parameter sig-
moid function. Then, we compared between groups the adjusted
coefficient of determination (R?), the peak slope and the 3 param-
eters of the sigmoid function (k, Iso and plateau level = estimated
maxMEP). On average, we found no significant difference between
R? in patients and controls (0.74 + 0.03 vs. 0.79 + 0.02, respectively;
t test, P=0.22) and the peak slope was similar in both groups
(129+2.9 vs. 12.5+2.0 in controls; Mann-Whitney, P=0.64).
The only significant differences included a higher Iso in patients
(69.2 £ 2.0 vs. 56.3 + 2.6% MSO in controls; t test, P<0.001) and a
smaller plateau level (170.6 +26.9 vs. 224.4 + 22.8% background
EMG; Mann-Whitney, P<0.05). Based on the mean of the 3
parameters of the sigmoid function and their 95% CI, we plotted
the mean estimated MEP recruitment curve and confidence bands
in each group (Fig. 2A). Then, we calculated the X-axis intercept of
each curve and the difference between groups. The difference for
X-axis intercept (16.5% MSO) was similar than the difference
between the MEP thresholds observed experimentally (15.6%
MSO).

The minimal size of maxMEP recorded in the group of controls
was 110.3% and only 3 patients exhibited much smaller MEPs

(60.7-79.9%; 4.M.59, 11.M.45 and 20.M.65 in Table 1). The plateau
level without these 3 patients reached 213.5 + 28.0% and was not
different from the controls (Mann-Whitney, P=0.11). Fig. 2B
shows the mean estimated sigmoid in the 21 controls and the 15
patients (i.e. without the 3 outliers in ALS group). The main result
was that the recruitment curve shifted on the right in the ALS
group, due to a higher MEP threshold than in controls.

Multiple regression analyses between MRI and TMS results did
not reveal any significant relationships between maxMEP or MEP
threshold and DTI metrics in controls and ALS patients (P=0.13
and 0.32, respectively). Among the 5 patients in whom we could
not evoke any MEP or who exhibited the smallest maxMEPs, one
was the one with MRI artifact. The 4 remaining patients were not
those who exhibited the most altered MRI metrics (mean FA was
0.52 +0.02 and mean MD was 1.01 +0.03 x 10~> mm?s~!). In the
ALS group, multiple regression analyses did not reveal any signifi-
cant relationships between maxMEPs or MEP threshold with MRI
metrics and clinical data (P=0.28 and 0.20, respectively). We did
not find any differences between patients according to the pre-
dominance of upper or lower motor neuron signs (t test, P=0.48
and 0.77 for maxMEP and MEP threshold, respectively).

3.2. Anatomical evidences for corticospinal tract alteration
Because of artefacts, 1 control and 2 patients (11.M.45 and 21.

M.63; Table 1) were excluded from the grouped data reported
(20 controls and 19 patients). FA, 1, 4, and MD of the lateral
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Fig. 2. Triceps MEP recruitment curves. Mean estimated MEP recruitment curves
calculated using the mean of the 3 parameters (k, Iso and plateau level) of the
sigmoid function (see Section 2.4.2) in the 21 controls (black line in AB), in the full
group of ALS patients (N =18 ALS, red line in A), and in the sub-group of ALS
patients without the 3 outliers (N =15 ALS, red line in B). The confidence bands
have been estimated using the 95% CI of each parameter of the sigmoid function,
estimated in each group: the thinnest band (dotted lines) was based on the 95% CI
of each parameter around the mean of the other parameters and the largest band
(interrupted lines), by changing all the parameters in their 95% CI simultaneously.
The Y-axis indicates the size of the normalized MEPs (MEP area - background EMG%
background EMG) and the X-axis indicates the TMS input % MSO.

corticospinal tract were evaluated on the side explored electro-
physiologically and each metric has been compared between con-
trols and patients. FA was significantly depressed in ALS
(0.52 £0.02 vs. 0.55 +0.02 mm? s~!; Mann-Whitney, P < 0.05). %
was higher in ALS but the difference with controls was not signif-
icant (1.69+0.04 x 1073 vs. 1.57 £0.04 x 10> mm?s~!; Mann-
Whitney, P=0.08). 2, and MD were significantly higher in ALS
(1 0.71£0.02 x 1073 vs. 0.63+0.02 x 10> mm?s~'; Mann-
Whitney, P<0.01 — MD: 1.05%0.03 x 10~ vs. 0.94+0.02 x 10>
mm?s'; t test, P<0.01). Multiple regression analyses failed to
reveal any significant correlation between DTI metrics and clinical
data (muscular testing, ALSFR-S and 9-hole peg test:
0.22 <P<0.88).

3.3. Cortical excitability

Sub-threshold TMS (for MEP) is known to suppress EMG activity
due to the activation of cortical inhibitory interneurons (Davey
et al., 1994). Therefore, we compared the effects produced by
sub-threshold TMS (for MEP) on the ongoing EMG in both groups.
Significant EMG suppression was observed in 19/21 controls and
18/18 patients. On average, the TMS-induced EMG depression
was deeper in ALS patients than in controls (Fig. 3A). Fig. 3B shows

the mean level of inhibition, which was significantly stronger in
ALS patients (50.1 +3.3 vs. 35.1 +4.2% background EMG; t test,
P<0.01). We also tested the level of facilitation, following EMG
depression, and we did not find any significant differences
between groups (Fig. 3C: 12.8 +12.8 in ALS vs. 30.3 £ 9.0% in con-
trols; t test, P=0.27). The relative TMS intensity at which signifi-
cant EMG depression was produced was similar in both groups
(96.7 £2.7 in ALS vs. 94.0 £ 0.7% AMT in controls; Mann-Whitney,
P=0.71). The latencies of inhibition and facilitation were also sim-
ilar in both groups (inhibition: 24.5 + 1.0 in ALS vs. 21.8 + 1.0 ms in
controls; t test, P=0.08 - facilitation: 64.6+2.6 in ALS vs.
59.6 3.1 ms in controls; t test, P=0.23), as the duration of
facilitation (22.5 + 2.0 in ALS vs. 25.2 + 2.6 ms in controls; Mann-
Whitney, P=0.51). Thus, the EMG suppression occurred ~10 ms
later than the MEP observed at higher TMS intensities in both
groups. We did not find any significant differences between patients
exhibiting upper or lower motor neuron signs (¢ test, P=0.10).

3.4. Convergence of peripheral and corticospinal inputs at motoneuron
level

Figs. 4A and B show the difference between conditioned (by
ulnar nerve) and test MEP in one control and one ALS patient,
respectively. In both subjects, the ulnar nerve stimulation
enhanced the MEP size at 4-5 ms ISI, as illustrated with the raw
data on the right part of each figure. The main differences included
a stronger and longer facilitation in the ALS patient than in the con-
trol. Grouped data analysis (21 controls and 18 patients) revealed
that the total amount of facilitation, and its maximum, were signif-
icantly greater in ALS patients than in controls (Fig. 4B and Table 2;
t test, P<0.05). The level of median-induced facilitation tended
also to be stronger in the ALS group but the difference with con-
trols was not significant (t test, 0.18 < P < 0.27).

The fact that controls and patients had similar MEP (cf. 3.1) and
N9 latencies (Iglesias et al., 2015) allowed us to use the mean con-
duction velocities previously reported in corticospinal and group la
fibers for calculating the theoretical ISI (see Section 2). On average,
we found that the peripheral afferent conduction time was
10.3+0.1 ms and the central conduction time, 3.6+ 0.04 ms.
Therefore, the mean theoretical ISI for convergence of group la
afferents and corticospinal inputs at motoneuron level was esti-
mated at 6.8 £ 0.1 ms. To facilitate the reading, we only reported
here the mean results in the full group of participants (ALS +
controls), but we compared the estimations in each group and
we did not find any significant differences between ALS and con-
trols (t test, P=0.43). On average, MEP facilitations occurred at
ISI 2.2 + 0.2 ms shorter than the theoretical ISI in both groups, with
similar durations (Table 2; t test, 0.28 <P <0.71).

TMS intensity was adjusted at Isq in all participants, and accord-
ing to the recruitment curve investigations, it was significantly
higher (t test, P<0.001) and the test MEP was smaller in ALS than
in controls (t test, P < 0.05; see Table 2). We therefore investigated
the relationships between the test MEP size and the level of facil-
itation but we did not find any significant correlation (Pearson,
P =0.39 and 0.24 for ulnar and median nerve, respectively). Never-
theless, because we had 3 patients who exhibited much smaller
maximal MEPs than the controls (see Section 3.1 and Fig. 2B), we
compared the level of ulnar-induced facilitation in the sub-group
of patients without the 3 outliers and we found again MEP facilita-
tion significantly stronger in ALS than in controls (37.3 £9.4%
mean test MEP; t test, P < 0.05).

Pearson correlation analyses were undertaken to test the rela-
tionships between the enhanced ulnar nerve induced facilitation
and other alterations. We did not find any significant correlations
with the MEP threshold (P = 0.14), with the amplitude of the affer-
ent peripheral volley (data are reported in Iglesias et al., 2015;
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Fig. 3. Ongoing EMG modulations after sub-threshold TMS. (A) Grand average of
the mean ongoing EMG activity in controls (N =21 subjects, grey line) and in ALS
(N =18 patients, black line) +1 SEM. The Y-axis indicates the mean level of rectified
EMG activity (% background EMG) and the X-axis indicates the latency (ms) around
TMS delivery. (BC) Mean amount of EMG suppression (B) and facilitation (C) +1
SEM, in controls (grey columns) and in ALS patients (dark columns). “P<0.01.

P<0.48) and with the level of TMS-induced EMG depression
(P<0.76). We also investigated the link with the predominant syn-
drome and we did not find any difference between patients
exhibiting upper or lower motor neuron signs (t test, P=0.93).

4. Discussion

This study has shown that, concomitantly with altered diffusion
metrics of the lateral columns at cervical level, the MEP recruit-
ment curves in asymptomatic triceps shifted to the right in ALS
patients. This can be attributed to the increase of the active MEP
threshold, which was observed together with a greater EMG sup-
pression after sub-threshold TMS (for MEP). While we found in
the same series of subjects that the afferent volley was depressed
in patients (Iglesias et al., 2015), the combined stimulation of
peripheral nerve and motor cortex gave rise to a greater MEP facil-
itation in ALS, especially when TMS was coupled with ulnar nerve
stimulation. We did not find any correlations between these obser-
vations nor with the clinical data, including the predominance of
upper or lower motor neuron signs.

4.1. Evaluation of the corticospinal inputs

Spinal DTI detected anatomical alterations of the corticospinal
tract fibers in ALS, even at an early stage of the disease, in patients
exhibiting little motor dysfunctions. In previous studies, significant
correlations were reported between clinical data, MEP threshold
and DTI metrics in the corticospinal tract at spinal and cortical
levels (Sach, 2004; Cohen-Adad et al., 2013; Mendili et al., 2014;
Grapperon et al., 2014). In the present study, no correlations were
found probably because the patients were less affected, with motor
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Fig. 4. Median and ulnar nerve induced MEP facilitation. AB, Ulnar-induced MEP
facilitation in one control subject (grey dots and line, A) and in one ALS patient
(black dots and line, B). The Y-axis indicates the difference between conditioned and
mean test MEP + 1 SEM (% mean test MEP) and the X-axis indicates the interval (ms)
between ulnar nerve stimulation and TMS. On the right part, mean EMG activity
(N =20) showing the test (grey line) and conditioned MEPs (black line) observed in
the control subject at ISI 5 ms and in the ALS patient at ISI 4 ms. C, mean amount of
MEP facilitation (conditioned MEP - mean test MEP% mean test MEP) +1 SEM
produced by median (left columns) and ulnar (right columns) nerve stimulations in
the group of controls (grey columns) and in the ALS group (dark columns). P < 0.05.
“P<0.01.

Table 2
Result summary of experiments with combined TMS and peripheral nerve
stimulations.

Controls ALS
T™MS 58.1+2.1 723425
Test MEP 98.3+134 71.0+2.5
Median nerve ISI 49+04 43+04
Duration 1.2+0.1 1.6+0.3
Maximal facilitation 19.6 £4.2 263+43
Total amount of facilitation 235+5.0 33.1+£5.0
Ulnar nerve ISI 4.7+04 44+03
Duration 1.3+0.1 1.6+0.3
Maximal facilitation 18425 30.2+5.5
Total amount of facilitation 22429 47.8+11.2°

TMS: intensity of TMS% MSO; test MEP: amplitude of the test MEP% background
EMG; Median and ulnar nerves: ISI = the shortest interval (ms) between peripheral
nerve stimulation and TMS at which occurred the MEP facilitation; Dura-
tion = duration (ms) of the facilitation calculating by adding the ISIs (ex.: ISIs 4, 5
and 6 ms=3 ms in Fig. 3B); Maximal facilitation = the largest MEP facilitation
observed (ex.: level of facilitation at ISI 4 ms in Fig. 3B; %background EMG); Total
amount of facilitation = summation of the facilitations (%background EMG)
observed in consecutive ISIs (ex.: summation of the MEP facilitation observed at ISIs
4, 5 and 6 ms in Fig. 3B). Controls and ALS: mean value + 1 SEM.
" P<0.05.
7 P<0.001.

dysfunctions in upper limb mostly affecting the extremities. More-
over, the TMS study was limited to the triceps, which was clinically
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unaffected in all patients, while the anatomical evaluation of the
corticospinal tract with spinal DTI could be global only, including
corticospinal fibers projecting on cervical motoneurons and more
caudal ones, with those innervating the lower limbs. For specific
evaluation of a given muscle group, TMS investigations are neces-
sary because it allows a focal estimation of the corticospinal trans-
mission onto the target motoneurons.

MaxMEP has been found larger in ALS, suggesting cortical
hyper-excitability (Zanette et al., 2002a; de Carvalho et al., 2003;
Vucic et al., 2013b). In these studies, maxMEP was normalized to
Mmax, which was depressed and thus distorted the ratio max-
MEP/Mmax. In other papers comparing the raw MEP amplitude
in mV, maxMEP was found smaller or unchanged in ALS (Zanette
et al., 2002b; Khedr et al., 2011). Our study focused on triceps
while previous studies investigated distal muscles but the distort-
ing effect of normalization is common, whatever the muscle group.
Accordingly, here we observed similar increased in maxMEP only
when normalized to Mmax. This trivial point has never been dis-
cussed previously. Moreover, the changes in Mmax must be inter-
preted with cautious due to the current spread to close nerve
branches and due to EMG cross-talk. The normalization to back-
ground activity, which level was comparable in both groups and
could not thus produce any arithmetic bias, allowed limiting the
variability due to recording conditions. With this method of nor-
malization, the comparisons of raw and normalized MEPs were
consistent, revealing no significant change in MEP size. If anything,
the tendency was rather to smaller MEPs in patients, suggesting
that the corticospinal influence could be slightly depressed in
patients. This hypothesis is supported by the depression of the first
corticospinal peak observed in the peri-stimulus time histograms
of single motor units, which was attributed to the degeneration
of fast corticospinal fibers (Mills, 1995; Eisen et al., 1996;
Enterzari-Taher et al., 1997; Kohara et al., 1999).

Changes in MEP threshold have been attributed to cortical
mechanisms (Delvendahl et al., 2012; Ziemann et al., 2015), includ-
ing motor and premotor areas which both could have been acti-
vated using the non-focal circular coil. Therefore, the higher MEP
threshold in ALS suggests that their motor cortex was less excitable
than controls, which is supported by the deeper EMG suppression
after sub-threshold TMS (for MEP). Similar TMS-induced EMG sup-
pression has been described in other muscle groups and was attrib-
uted to cortical mechanisms (Davey et al., 1994; Di Lazzaro et al.,
1998; Petersen et al, 2001; Barthelemy and Nielsen, 2010;
Iglesias et al., 2012). Indeed, the level of EMG suppression depends
on both pyramidal cell activity and intra-cortical inhibition, and
the right shift of MEP recruitment curve in ALS is consistent with
enhanced cortical inhibition, as suggested previously (Schmied
and Attarian, 2008; Attarian et al., 2009; Khedr et al., 2011). How-
ever, the intra-cortical inhibition produced by paired pulse TMS
was found depressed in ALS (Yokota et al., 1996; Ziemann et al.,
1997; Zanette et al., 2002b; Menon et al., 2015). Apart the target
motoneurons, several other factors might have influenced the level
of cortical inhibition. First, the riluzole therapy might have inter-
fered with the electrophysiological evaluation of cortical inhibition
(Vucic et al., 2013a). However, riluzole did not have acute effect on
MEP threshold and intra-cortical excitability (Sommer et al., 1999).
Moreover, a stronger cortical inhibition has been reported while
patients received riluzole (Schmied and Attarian, 2008; Attarian
et al., 2009). Second, cortical hyper-excitability would be an early
feature of ALS, which progresses to normal excitability and then
hypo-excitability (Menon et al., 2015). It is rather difficult to com-
pare the patient groups from one study to another but this might
have influenced the results. Lastly, paired pulse paradigm has been
tested at rest while our study and previous ones also revealing
enhanced cortical inhibition, were performed during tonic contrac-
tion (Schmied and Attarian, 2008; Attarian et al., 2009). The level of

intra-cortical inhibition is known to decrease during voluntary
contraction above 10% MVC (Ortu et al., 2008). To our knowledge,
the modulation of cortical excitability during movement has not
been studied in ALS.

4.2. Altered sensori-motor integrations at spinal level

In Iglesias et al. (2015), we reported the results on SEPs and
spinal DTI of dorsal columns in the same group of patients and con-
trols: changes in diffusion were correlated to the reduction of
peripheral potential N9, which suggests that the afferent volleys
after median and ulnar nerve stimulation were reduced in ALS
group. While it is difficult to determine the type of sensory affer-
ents involved in N9, we discussed the possibility that propriocep-
tive afferents might be particularly affected in ALS (Gandevia
et al., 1982; Iglesias et al., 2015), which is supported by a recent
study in asymptomatic ALS mice (Vaughan et al., 2015).

The effects produced in motoneurons supplying upper limb
muscles by median and ulnar nerve stimulation at wrist level, have
been evaluated previously by investigating the change in single
motor unit discharge and reflex amplitude. Both stimuli produced
group la monosynaptic excitations, which could be followed by
spinal non-monosynaptic group I and group II excitations. These
excitations were not reproduced by purely cutaneous stimuli
(especially those produced by ulnar nerve stimuli); cutaneous
stimuli activating mainly inhibitory spinal pathways (Marchand-
Pauvert et al., 2000; Lourenco et al., 2007; Pierrot-Deseilligny
and Burke, 2012). To our knowledge, median and ulnar nerve stim-
uli have only been combined to TMS to explore the contribution of
non-monosynaptic spinal pathways to motor control during move-
ments, which occurred at longer ISIs than those reported in the
present study (Iglesias et al., 2007; Roberts et al., 2008; Giboin
et al., 2012). Indeed, the ulnar and median nerve stimulations
increased the MEP size at ISIs even shorter than those expected
for convergence at motoneuron level. The difference can be
explained by the approximate estimation of conduction time in
peripheral and corticospinal fibres and in distances. However, an
error of 5cm (distance between stimulation sites and spinal
motoneurons) and 10 m s~ (in conduction velocities) would lead
to a difference of 0.5 ms only. In addition, (i) the summation of cor-
ticospinal and peripheral inputs at motoneuron level likely pro-
duced post-synaptic potentials with shorter rising phases, which
could have activated higher-threshold and fast conducting
motoneurons only depolarized in the subliminal fringe by isolated
pulses, and (ii) the interaction of peripheral inputs with late corti-
cospinal volleys could manifest at shorter ISI than that expected for
the direct corticospinal volley (Pauvert et al., 1998; Marchand-
Pauvert et al., 1999). Therefore, we assumed that the MEP facilita-
tion produced by ulnar and median nerve stimulation was likely
due to the summation of group Ia and corticospinal inputs at tri-
ceps motoneuron level.

MEP facilitation occurred at similar ISI in controls and ALS, sug-
gesting no differences in the origin of the corticospinal volleys
interacting with group Ia afferents between groups. The level of
MEP facilitation produced by the stimulation of both nerves was
greater in ALS than in controls, but the difference between groups
was significant only for the ulnar nerve. This is in accordance with
the change in peripheral afferent volley (N9) in the ALS group,
which was found greater for ulnar nerve than for median nerve
(results reported in Iglesias et al., 2015).

4.3. Possible mechanisms for compensation at spinal level

MEP depends on both cortical and spinal excitability. There are
clinical (muscular fasciculation) and electrophysiological
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evidences from direct cellular recordings in animals (Jiang et al.,
2009) and humans (Devlin et al., 2015) that spinal motoneurons
can exhibit exaggerated responses to synaptic inputs (hyper-
excitability). This spinal hyper-excitability may compensate for
cortical hypo-excitability, and thus for the resulting weaker corti-
cospinal inputs. Under this condition, one would expect an
increase in the peak slope, which was not the case. Indeed, the
comparison of MEP input/output curves indicates that the recruit-
ment in the corticospinal pathway was similar in both groups,
reaching the same plateau level, i.e. the same proportion of
motoneuron pool, but at higher intensity in ALS than in controls
due to cortical hypo-excitability. However, the motor axon sprout-
ing, which compensates for the peripheral denervation (Gordon
et al., 2004), results in larger motor unit potentials in ALS
(Schmied and Attarian, 2008). Therefore, the interpretation of com-
pound muscle action potentials produced in EMG activity can be
distorted in ALS. Moreover, at I5g, the test MEP was smaller in
ALS than in controls. Nevertheless, we did not find any significant
correlations between the size of test MEP and the level of ulnar-
induced MEP facilitation, and this facilitation was still larger in
the ALS subgroup, without the patients exhibiting the smallest
MEPs. These results suggest that the larger MEP facilitation in
ALS was likely independent of motoneuron targets (i.e. those
innervating slow vs. fast motor units).

The excitability of monosynaptic synapses between group la
afferents and motoneurons has been extensively investigated in
ALS, by testing the H-reflex in soleus muscle (Drory et al., 2001;
Mazzini and Balzarini, 2000; Simon et al., 2015). The main result
to retain is that the H-reflex and Mmax were similarly reduced
in ALS, leading to comparable Hmax/Mmax ratios as in controls.
Results on single motor units in humans (Soliven and Maselli,
1992; Nakajima et al., 1996) and in mouse model (Jiang et al.,
2009; Schomburg et al., 2011) further confirm that the post-
synaptic potentials produced by group Ia afferents in motoneurons
are not modified in ALS. Lastly, the slope of the ascending part of
the H-reflex recruitment curve was comparable in controls and
ALS (Simon et al., 2015), which further supports that the recruit-
ment gain in the motoneuron pool was likely unchanged in ALS.
Therefore, the enhanced motoneuron response to combined group
la and corticospinal inputs might be due to mechanisms extrinsic
to motoneurons, which might explain the absence of correlation
with clinical data, including the predominance of upper or lower
motor neuron syndrome.

The peripheral and corticospinal inputs facilitated motoneuron
discharge at very short ISI, compatible with summation at
motoneuron level. However, the contribution of spinal interneu-
rons to the corticospinal transmission being likely greater for the
control of proximal muscles (Petersen et al., 2003), changes in their
excitability would have affected the conditioned MEP. Interneu-
ronal dysfunctions have been suggested in ALS mouse model
(Jiang et al., 2009), and the possibility of interneuronopathy at cor-
tical and spinal levels has been recently raised in humans (Turner
and Kiernan, 2012). However, spinal interneurons acting at post-
synaptic level would have compensated for the depression of both
peripheral and corticospinal inputs, and thus would have increased
the peak slope of MEP recruitment curve. In contrast, presynaptic
inhibitory interneurons would have influenced the size of condi-
tioned MEP only since group Ia inputs are modulated presynapti-
cally but not the corticospinal inputs (Nielsen et al., 1999).
Nevertheless, presynaptic inhibition of group la terminals at cervi-
cal level is strongly reinforced by stimulation of motor cortex
(Meunier and Pierrot-Deseilligny, 1998). Provided that group la
and/or corticospinal inputs might be less efficient in ALS, this
would decrease the level of presynaptic inhibition and would thus
reinforce the monosynaptic group la excitation. Accordingly,
presynaptic inhibition has been found depressed in ALS patients’

lower limbs (Schieppati et al, 1985; Morin and Pierrot-

Deseilligny, 1988).

4.4. Implications in the ALS pathophysiology and patient evaluation

The clinical and EMG evaluations of triceps were normal in the
group of ALS patients. However, the investigation of MEP recruit-
ment curves suggests that subclinical changes already occurred,
especially at cortical level with enhanced cortical inhibition con-
comitant with higher MEP threshold. Changes also occurred at
spinal level, with enhanced group Ia facilitation of motoneuron dis-
charge while the opposite was expected due to the depression of
peripheral afferent inputs (Iglesias et al., 2015). However, the prop-
erties of the complex spinal network, including spinal interneu-
rons, allow compensatory mechanisms to maintain motoneuron
discharge. This resulted in enhanced motoneuron activity, which
might contribute to motoneuron excito-toxicity. In addition to
the complex cellular and molecular mechanisms (Vucic et al.,
2014), the organization of spinal and corticospinal networks can
participate to the propagation of the disease, which has to be fur-
ther examined.
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