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Préambule 

Les travaux réalisés ces dernières années au laboratoire ont démontrés que la pratique 

d’un exercice physique quotidien est bénéfique pour des modèles murins mimant une 

amyotrophie spinale infantile (ASI) de type 2 (Biondi et al., 2008; Grondard, 2005). Un 

protocole de course en roue permet d’augmenter significativement la durée de vie, l’activité 

spontanée et les capacités motrices des animaux ASI entrainés par rapport aux animaux ASI 

sédentaires. Il a également été constaté que l’exercice physique permet de diminuer la mort 

des motoneurones lombaires et d’augmenter l’expression de la protéine SMN dans la moelle 

épinière des souris ASI.  

L’identification des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents permettrait de 

trouver des cibles pharmacologiques potentielles pour le traitement de l’ASI. Dans ce contexte, 

nous nous sommes intéressés à la voie de l’Insulin-Growth-Factor 1 (IGF-1), connue pour être 

un médiateur majeur des effets de l’exercice physique sur le système nerveux central. Il a été 

démontré que la pratique de l’exercice physique induit une augmentation de l’apport en IGF-1 

au niveau cérébral (Carro et al., 2000), qui exerce de nombreux effets neuroprotecteurs. 

Notamment, l’augmentation de la plasticité neuronale, la neurogénèse ou encore la protection 

des neurones suite à des dommages cérébraux (Carro et al., 2001, 2003). Ainsi, nous avons 

cherché à caractériser la voie de signalisation liée à l’IGF-1 et évalué l’effet d’une modulation 

du niveau d’expression du récepteur à l’IGF-1R dans l’ASI. 

 

Les résultats obtenus dans cette première étude ont permis d’identifier, entre autres, 

que la diminution d’expression de l’IGF-1R par l’exercice physique ou par invalidation 

génétique partielle induit une activation de la voie AKT/CREB et une diminution d’activation de 

la voie ERK/Elk-1 dans la moelle épinière des souris associées à une augmentation de 

l’expression de SMN.  

 

Il a été démontré que le niveau d’activation de la voie de signalisation ERK/Elk-1 est 

plus important que celui de la voie AKT/CREB dans la moelle épinière de souris ASI de type 

2. Stimuler l’activation de la voie AKT/CREB avec du NMDA ou inhiber la voie ERK/Elk-1 avec 

un agent pharmacologique permet d’augmenter le niveau d’expression de SMN (Biondi et al., 

2010; Branchu et al., 2013). Le fonctionnement des voies de signalisation AKT/CREB et 

ERK/Elk-1 est dépendant d’une architecture membranaire correctement établie (Couet et al., 

1997; Huang et al., 2016; Wu et al., 1997). En particulier, les cavéoles, riches en cholestérol 

sont indispensables pour la signalisation de voies dépendantes activées par des récepteurs 

membranaires tels que l’IGF-1R (Couet et al., 1997; Parton and Simons, 2007; Strippoli et al., 
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2015). Le cholestérol participe à l’élaboration de plateformes de signalisation et aux 

mécanismes de transmission de signaux intracellulaires. De plus, des altérations de 

l’homéostasie du cholestérol sont d’ailleurs souvent associées à des pathologies 

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Giudetti et al., 2016), la maladie de 

Niemann-Pick type C (Rosenbaum and Maxfield, 2011), la maladie d’Huntington (Valenza et 

al., 2005) ou encore la maladie de Parkinson (Doria et al., 2016). Cependant, aucune étude 

de l’homéostasie du cholestérol n’a été réalisée dans l’ASI à ce jour. Dans un second temps, 

mon projet de thèse s’est donc axé sur l’étude de l’homéostasie du cholestérol dans différents 

modèles d’ASI.  

 

Nous avons identifié diminution de la quantité de cholestérol et une altération de la 

concentration de plusieurs intermédiaires du cholestérol dans la moelle épinière de souris ASI 

de type 2 et une diminution du niveau d’expression de plusieurs enzymes participant à la 

biosynthèse du cholestérol. Nous montrons également, qu’in vitro, moduler l’activité ou le 

niveau d’expression de l’enzyme DHCR24 est capable de moduler l’expression de SMN ainsi 

que sa localisation nucléaire. 

 

Les thérapies actuelles pour les patients atteints d’ASI consistent à augmenter l’expression 

d’une protéine SMN fonctionnelle dans la moelle épinière. Les approches visant à utiliser les 

oligonucléotides modificateurs d’épissages comme le « nusinersen » sont certes efficaces 

mais sont limitées aux patients pour lesquels l’augmentation de l’expression de SMN est 

encore efficace. Il est donc nécessaire de trouver des approches thérapeutiques permettant 

de traiter l’ensemble des patients atteints de la maladie. C’est notamment, une meilleure 

compréhension de la physiologie de l’ASI qui permettrait d’agir sur la pathologie de manière 

indépendante de l’expression de SMN et sur l’ensemble de l’organisme.  
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Introduction 

1. Les amyotrophies spinales 

1.1. Découverte 

Les premières descriptions de la maladie et son association avec le terme d’amyotrophie ont 

été rapportées par l’autrichien Guido Werdnig en 1891 (Werdnig, 1971). Il évoque une atteinte 

des muscles du cou, du dos et des membres qui survient chez les jeunes enfants et dont 

l’évolution est fulgurante. En effet, les patients meurent avant l’âge de 6 ans, visiblement de 

détresse respiratoire. 

C’est ensuite entre 1893 et 1900 que Johann Hoffmann est confronté à plusieurs cas d’enfants 

déclarant aux cours des six premiers mois de la vie une faiblesse musculaire et qui évolue 

progressivement. Il donne à la pathologie le nom de maladie de Werdnig-Hoffmann (Hoffmann, 

1893). En 1902, Beevor évoque des cas de mères enceintes qui ont remarqué une faible 

activité motrice de leur enfant pendant la grossesse (Beevor, Brain, 1902). 

La connaissance de la maladie s’améliore entre 1954 à 1956 grâce à Kugelberg et Welander 

qui décrivent des formes moins précoces débutant entre 2 et 17 ans généralement après 

l’acquisition de la marche et dont l’évolution est plus lente que la maladie de Werdnig-

Hoffmann (Kugelberg and Welander, 1956). 

Les années 90’ sont marquées par les progrès de la recherche qui permettent d’établir un lien 

génétique entre les maladies de Werdnig Hoffmann et Kugelberg-Welander avec notamment 

la localisation, puis l’identification en 1995, du gène Survival of Motor Neuron (SMN) impliqué 

dans 95 à 98% des cas, de la maladie (Gilliam et al., 1990; Lefebvre et al., 1995; Melki et al., 

1990). 

Enfin, c’est en 2000 que sont mis au point les premiers modèles d’étude comme la souris, le 

poisson zèbre ou encore les cultures cellulaires de motoneurones. Ces intermédiaires sont 

indispensables pour le développement des nouvelles thérapies et sont aujourd’hui à l’origine 

de la découverte de traitements très prometteurs pour les amyotrophies spinales. 

 

1.2. Classification des différentes formes d’amyotrophie 

spinale 

Les amyotrophies spinales sont des maladies génétiques caractérisées par une 

dégénérescence des motoneurones et qui présentent une grande hétérogénéité 

phénotypique. Elles peuvent survenir dès l’enfance, à l’adolescence ou encore à l’âge adulte 

et sont à l’origine d’une faiblesse musculaire progressive, souvent symétrique ainsi que d’une 
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amyotrophie sans implication des neurones sensitifs ou bien du faisceau cortico-spinal 

(Hoffmann, 1893; Kugelberg and Welander, 1956). 

L’amyotrophie spinale bulbaire est une forme de la maladie qui atteint les motoneurones 

des nerfs crâniens bulbaires : glossopharyngé (IX), vague (X) et hypoglosse (XII). Les patients 

atteints de cette forme de la maladie présentent principalement une faiblesse progressive des 

muscles proximaux, associée à une insensibilité aux androgènes. L’origine de la maladie est 

une expansion de triplets CAG (>40 répétitions) dans l’exon 1 du gène Androgen Receptor 

(AR) dont la taille est corrélée à la sévérité de la maladie (La Spada et al., 1991, 1992). 

L’amyotrophie spinale distale (ou encore neuropathie motrice héréditaire) est caractérisée 

par une atrophie des muscles des jambes et des chevilles. Les patients atteints de cette forme 

de la maladie présentent donc des difficultés à articuler, déglutir et parfois des faiblesses des 

muscles proximaux. Depuis 2001, plus d’une dizaine de gènes ont été identifiés pour cette 

forme de la maladie (Dierick et al., 2008; Wee et al., 2010).  

Les amyotrophies spinales proximales sont les formes les plus représentées de la maladie. 

Elles sont caractérisées par une grande diversité phénotypique et pronostique. Ce sont les 

muscles du tronc et proches du tronc qui sont majoritairement atteints d’un déficit moteur. On 

distingue une forme adulte et quatre formes survenant dès l’enfance que l’on appelle donc les 

amyotrophies spinales infantiles (ASI) et qui constituent l’objet d’étude de cette thèse. Le terme 

anglosaxon Spinal Muscular Atrophies (SMA) regroupe les formes infantiles et la forme adulte 

de la maladie.  

Il existe de nombreuses classifications pour les amyotrophies spinales proximales, comme 

celle de Dubowtiz basée sur l’évaluation de capacités motrices (capacité de l’enfant à se tenir 

debout, marcher, etc) ou encore celle de la Garchoise. Cependant, une classification a été 

établie en 1991 par le consortium international SMA et repose sur l’âge d’apparition des 

premiers symptômes, l’évolution des capacités motrices (faiblesses musculaires, perte de la 

marche) et la gravité de la maladie.  
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Tableau 1 : Classification des différents types d'amyotrophie spinale : de la forme la plus sévère l’ASI de type 0 à la forme la 

moins sévère l’ASI de type 4. 

 

1.2.1. L’amyotrophie spinale infantile de type 0 

MacLeod et ses collègues ont décrit des cas de forme très sévère d’amyotrophie 

spinale caractérisée par des mouvements in utéro diminués, une asphyxie et des faiblesses 

musculaires conséquentes dès la naissance. Les muscles intercostaux sont 

systématiquement affectés précipitant rapidement les enfants dans des détresses 

respiratoires. Pour certains cas les plus sévères, la mort survenait in utero (Dubowitz, 1999; 

MacLeod et al., 1999). Plus tard, ce type d’amotrophie spinale infantile très précoce a été 

nommé amyotrophie spinale intfantile de type 0. 

 

1.2.2. L’amyotrophie spinale infantile de type 1 

L’amyotrophie spinale de type 1, aussi appelée Werdnig-Hoffmann, est une forme 

sévère de la maladie la plus répandue (Verhaart et al., 2017). Bien que les premiers 

symptômes apparaissent généralement de manière progressive durant le deuxième semestre 

de la vie, d’autres peuvent survenir et évoluer rapidement brutalement comme la paralysie de 

certains muscles. On distingue généralement le sous type 1a si les premiers symptômes 

surviennent avant 3 mois et 1b s’ils apparaissent après 3 mois.  

Amyotrophie 

Spinale 

Adulte

Type de SMA Type 0

Type 1a et 1b 

(Werdnig-

Hoffmann)

Type 2  

(Intermédiaire)

Type 3a 

(Kugelberg-

Welander)

Type 3b 

(Kugelberg-

Welander)

Type 4

Apparition 

des 

symptomes

In utéro Avant 6 mois
Entre 6 et 12 

mois
Avant 18 mois

Après 18 

mois
Après 40 ans

Phénotype 

moteur

Mouvements in 

utéro diminués

Posture assise 

jamais acquise

Marche jamais 

acquise

Marche 

jusqu’à 20ans

Plusieurs 

années de 

marche

Plusieurs 

années de 

marche

Evolution

Durée de vie 

rarement 

supérieure à 1 

mois

Durée de vie 

inférieure à 2 

ans

Durée de vie 

entre 2 et 40 ans

Durée de vie 

supérieure à 

40ans

Normale Normale

Amyotrophie Spinale Infantiles
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Ces symptômes sont caractérisés par une paralysie périphérique d’intensité et de 

localisation variable et hypotonie qui donne à l’enfant une absence totale de tenue (« enfant 

mou »).  

Ces atteintes sont généralement bilatérales et symétriques d’abord caractérisées par 

une réduction des mouvements spontanés. En raison de l’atteinte des muscles cervicaux, les 

enfants sont incapables de tenir leur tête et d’adopter une posture droite en position assise 

sans assistance matérielle. Les paralysies contraignent également les fonctions locomotrices 

et gestuelles et entrainent ainsi des déformations ostéo-articulaires.  

D’autres fonctions sont également impactées telles que la déglutition et le contrôle de 

la langue ce qui rend la prise alimentaire complexe. Les enfants ont des difficultés à mastiquer 

en raison de la dégénérescence de certains noyaux des nerfs crâniens et le système digestif 

est aussi affecté pouvant entrainer déshydratations, acidoses et autres troubles métaboliques 

(Tizzano et al., 1998).  

La dégénérescence des motoneurones peut remonter jusqu’aux structures bulbaires 

du contrôle de la ventilation. Dans ce cas, peuvent survenir des périodes d’apnée ou encore 

des arrêts ventilatoires. Il y a de manière quasi-systématique une atteinte des motoneurones 

contrôlant les muscles intercostaux et abdominaux, ce qui entraine un retard de 

développement des poumons mais également de la cage thoracique aboutissant à des 

déformations de l’appareil respiratoire (Iannaccone, 2007). La sévérité des troubles observés 

pour la l’ASI de type 1 réduit la durée de vie à moins de deux ans. (Dietschy and Turley, 2004) 

 

 

 

 

Figure 1: Représentation des postures hypotonique dîtes « enfant mou » chez l'enfant 
atteint l'amyotrophie spinale de type 1. 
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1.2.3. L’amyotrophie spinale infantile de type 2 

L’amyotrophie spinale de type 2 aussi appelée « intermédiaire » est distinguée par une 

apparition des premiers symptômes après l’acquisition de la station assise aux alentours de 

18 mois chez l’enfant. D’un point de vue phénotypique, les enfants atteints de la maladie 

présentent une faiblesse des quatre membres et du tronc les empêchant d’acquérir la marche 

autonome une fois la maladie déclarée. Les troubles associés aux atteintes bulbaires, comme 

les difficultés de mastications ou de déglutition sont moins retrouvées dans ce type d’ASI.  

Les atteintes musculaires commencent au niveau de la ceinture pelvienne, puis 

s’étendent au tronc. Si ces déficits musculaires ne sont pas correctement pris en charge, ils 

peuvent aboutir à des rétractions musculaires et accentuer les déformations ostéo-articulaires.  

En raison de l’apparition plus tardive des symptômes, le développement des voies 

respiratoires se fait de manière quasi-normale. Cependant, une fois la maladie mise en place, 

les paralysies des muscles intercostaux et abdominaux entrainent un syndrome restrictif. Si 

aucune prise en charge n’est effectuée ce syndrome peut évoluer et aboutir à une aggravation 

en insuffisance respiratoire chronique (Commare et al., 1994). 

 

1.2.4. L’amyotrophie spinale infantile de type 3 

La forme infanto-juvéline de d’ASI de type 3 aussi appelée maladie de Kugelbereg-

Welander, apparaît entre 2 et 17 ans. Elle survient après l’acquisition de la marche. Son 

évolution est lente, bilatérale et symétrique. Une fois la maladie déclarée, les patients 

éprouvent de plus en plus des difficultés à marcher, avec des chutes fréquentes. On distingue 

les sous-types 3a et 3b en fonction de l’âge d’apparition des premiers symptômes et de la 

durée de conservation de la marche (Tableau 1). On note une hypertrophie des mollets et un 

tremblement des mains. La marche peut être conservée de 10 à 30 ans en fonction des 

patients. Ce sont les muscles de la ceinture pelvienne et des cuisses qui sont d’abord touchés 

puis ceux du tronc et du cou. On constate une aggravation brutale généralement au cours de 

la puberté. L’espérance de vie est majoritairement dépendante de l’atteinte respiratoire et le 

pronostic vital engagé à l’âge adulte mais certains patients peuvent avoir une durée de vie 

normale.  

 

1.2.5. L’amyotrophie spinale de type 4 

L’amyotrophie spinale de type 4 ou « adulte » est la forme la moins sévère, qui se 

différencie des autres types d’amyotrophies spinales dites « infantiles » car elle survient à l’âge 

adulte aux alentours des 30 ans. Cette forme peut passer inaperçue durant les premières 

années de la vie, certains patients ayant même pu réaliser leur service militaire sans difficulté. 

Tout comme pour le type 3, on constate une hypertrophie des mollets, une faiblesse 
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musculaire proximale et une absence de réflexe rotulien. L’espérance de vie est quasi-normale 

et il n’y a pas d’atteinte des muscles respiratoires.  

 

Pour toutes les formes d’amyotrophie spinale, il semblerait qu’une affectation des fonctions 

intellectuelles soit très rarement associée. 

 

1.3. Epidémiologie 

Il n’existe que très peu de relevés épidémiologiques pour l’amyotrophie spinale. La majorité 

des études ont été réalisées avant 1995, en utilisant des approches cliniques plutôt que 

génétiques comme critère d’inclusion. (Dietschy and Turley, 2004) 

 

1.3.1. Prévalence et incidence 

La prévalence pour les amyotrophies spinales infantiles confondues est de 1-2 pour 

100,000. Cependant, certaines études donnent des chiffres plus élevés notamment en Italie 

ou encore en Scandinavie où elle peut atteindre respectivement 6,56 pour 100,000 et 4,18 

pour 100,000. Il y a cependant beaucoup de facteurs à prendre en compte dans l’interprétation 

de ces données : la taille restreinte de la population, la région étudiée ou le fait que seuls des 

enfants ont été pris en compte. Or la maladie peut se déclarer en fin d’adolescence ou à l’âge 

adulte. Néanmoins cela indiquerait une différence régionale dans l’incidence de la maladie 

(Dietschy and Turley, 2004; Verhaart et al., 2017). 

 

 

Tableau 2: Prévalence de la maladie selon le type et la région étudiée. «- » les données ne sont pas fournies. 

 

L’incidence pour les amyotrophies spinale infantiles est de 8 naissances pour 100,000. 

De même que pour la prévalence, certaines études donnent des valeurs différentes qui 

dépendent de la région ou de l’origine ethnique, la plupart des études ayant été réalisée en 

Europe. (Dietschy and Turley, 2004) 

 

Pays 
Prévalence 

ASI de type 1 

Prévalence ASI 

de type 2 

Prévalence 

ASI de type 3 

Prévalence 

ASI type 

1+2+3 

Référence 

Norvège 0.17 3.66 0.35 - (Tangsrud and Halvorsen, 1988) 

Suède 0.28 1.11 1.39 - (Darin and Tulinius, 2000) 

Royaume-Uni 0.10 0.57 1.20 - (Norwood et al., 2009) 

Italie - - - 6.56 (Merlini et al., 1992) 

Chine 4.42 0.67 1.05 - (Chung et al., 2003) 

Scandinavie - - - 4.18 (Arkblad et al., 2009) 
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1.4. Caractéristiques génétiques 

Les amyotrophies spinales sont un groupe de maladies à transmission autosomique 

récessive. Le gène dont la mutation est responsable de 95% des cas d’apparition de la 

maladie, a été localisé pour la première fois en 1990 grâce au clonage positionnel (Brzustowicz 

et al., 1990; Gilliam et al., 1990; Melki et al., 1994) sur le bras long du chromosome 5 dans la 

région 5q11.2-q13.3.. C’est par la suite, grâce à une carte de liaisons génétiques entre un 

marqueur génétique familial et le locus du gène que la zone génétique a pu être affinée (Melki 

et al., 1994). Ces avancées majeures dans la localisation du gène ont permis de réaliser un 

diagnostic génétique chez les patients soupçonnés d’être atteint d’amyotrophie spinale à partir 

de 1992.  

  

1.4.1. Les gènes SMN1 et SMN2 

En 1995, les gènes SMN sont identifiés dans une région complexe dupliquée et 

inversée de 500kb du chromosome 5 (Lefebvre et al., 1995). Il est composé de 9 exons dont 

3 sont alternatifs, les exons 3,5 et 7, pour une taille totale de 29kb et codant pour une protéine 

de 32kDa (Lefebvre et al., 1995). L’exon 8 est non-codant. 

 

 

Figure 2: Construction génétique des transcrits SMN. Les transcrits SMN sont composés de 9 exons dont 3 sont alternatifs : 
les exons 3.5 et 7. L’exon 8 est non-codant. 

 

Chez l’Homme, il existe deux gènes SMN : le gène SMNt (ou SMN1) qui se situe sur 

la partie télomérique du locus et le gène SMNc (ou SMN2) sur la partie centromérique du 

locus. La copie SMN2 du gène est retrouvée dans 95% de la population contrôle, et son 

absence n’entraine pas l’apparition de la maladie. Aucun individu n’a été identifié avec une 

absence des gènes SMN1 et SMN2 de manière simultanée, ce type de configuration génétique 

n’étant probablement pas viable. Il existe à ce jour 27 mutations qui ont été identifiées pour 

les gènes SMN et des délétions qui retirent la quasi-totalité du gène SMN1 sont souvent 

associées aux formes les plus sévères de la maladie (Lefebvre et al., 1995).  
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Le gène SMN1 code majoritairement pour un transcrit de forme complète, et qui produit 

une protéine SMN fonctionnelle. Il existe cinq différences nucléotidiques entre SMN1 et SMN2 

dont une se situe dans l’exon 7 du gène et l’autre dans l’exon non-codant 8. Les autres 

différences se situent dans les introns du gène.  

Le gène SMN2, produit environ 90% de transcrits dont l’exon 7 est excisé par épissage 

alternatif. Or l’exon 7 code pour le domaine d’oligomérisation de la protéine SMN. L’absence 

de l’exon 7 rend la protéine instable et moins fonctionnelle, elle est plus rapidement adressée 

au protéasome (Lorson et al., 1999). 

 

 

 

C’est une substitution silencieuse d’une cytosine pour une thymine en position +6 de 

l’exon 7 du gène SMN2 qui est responsable de l’excision de celui-ci. Au centre de l’exon 7 du 

gène SMN1 existe un site activateur d’épissage (ESE) qui va favoriser la fixation de protéines 

riches en arginine-sérine (SR) et des facteurs d’épissages tel que hTra2B (Sumner, 2007) qui 

vont promouvoir l’inclusion de l’exon dans le transcrit final en recrutant les facteurs d’épissage 

U1 snRNP et U2AF. La substitution nucléotidique dans le gène SMN2 entraine la formation 

d’un site Exonic Splicing Silencer (ESS) qui va, au contraire, recruter des facteurs favorisant 

l’excision de l’exon comme les protéines hnRNPA1 ou sam68 (Pedrotti et al., 2010). Sur les 

transcrits provenant du gènes SMN2, les facteurs favorisant l’inclusion et les facteurs 

favorisant l’exclusion de l’exon 7 sont en compétition, ce qui induit l’excision de l’exon 7 dans 

environ 90% des transcrits provenant du gène SMN2 (Cartegni and Krainer, 2002; Pagliarini 

et al., 2015; Pedrotti et al., 2010). 

 

 

 

 

 

Figure 3: Représentation des différences d'épissage entre les gènes SMN1 et SMN2.Le gène SMN1 abouti 
majoritairement à la formation d’un transcrit de taille complète tandis que le gène SMN2 produit environ 90% de 

transcrits dont l’exon 7 est excisé, aboutissant à la traduction d’une protéine SMN instable et rapidement dégradée. 
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L’origine du phénotype de la maladie est, dans 95% des cas, une délétion homozygote de 

l’exon 7 du gène SMN1. Le reste des individus (5%) présentent des mutations intra-géniques 

dans l’exon 2a, l’exon 3 ainsi que l’exon 6 du gène SMN1 (Sun et al., 2005). La perte de 

fonction du gène SMN1 entraine un déficit en protéine SMN que le gène SMN2 ne parvient 

pas à compenser puisque seulement 10% des transcrits aboutissent à la traduction d’une 

protéine SMN stable et fonctionnelle.  

 

1.4.2. Les gènes NAIP et p44 

 Dans la même région chromosomique que les gènes SMN, il existe deux autres gènes 

NAIP et P44 qui pourraient intervenir dans la modulation de la sévérité de l’amyotrophie 

spinale.  

Le gène NAIP est initialement appelé « Neuronal Apoptosis Inhbitor Protein » car il a 

été impliqué dans la protection des neurones de la mort cellulaire. Il interagit avec une protéine 

senseur du calcium pour  limiter l’activation des voies d’apoptose (Mercer et al., 2000). Il est 

ensuite renommé « NLR family, apoptosis inhibitory protein » pour son implication dans 

d’autres types de cellules comme les macrophages (Ting et al., 2008). Une grande proportion 

de patients SMA de type I possède une délétion d’une grande partie de la région 5q11.2-q13.3 

qui emporte également le gène NAIP.  

 

Figure 4: Les différents mécanismes d’épissages entres les transcrits provenant des gènes SMN1 ou SMN2. Dans l’exon 7 des 
transcrits SMN1, la présence d’un ESE favorise le recrutement de facteurs impliqués dans l’inclusion (hTra2b, SR). La 
substitution d’une cytosine pour une thymine en position +6 du gène SMN2 entraine la formation d’un ESS dans les 

transcrits SMN2 qui entraine le recrutement de facteurs impliqués dans l’excision (hnRNPA1, Sam68) qui vont entrer en 
compétition les protéines SR, hTra2b et entrainer l’excision de l’exon 7 dans la majorité des transcrits SMN2.  D’après 

(Kashima and Manley, 2003) 
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Le gène p44 code pour une sous-unité facteur de transcription TFIIH qui intervient dans 

le contrôle du cycle cellulaire et la réparation de l’ADN. Le gène est dupliqué dans la région 

5q11 du chromosome 5 et les protéines issues des deux gènes (p44t et p44c) ont 3 acides 

aminés de différences. Les patients atteints d’amyotrophie spinale de type I présentent 

souvent une délétion du gène codant la protéine p44t mais la formation du facteur de 

transcription ou bien son activité de réparation de l’ADN ne semble pas être affectée, 

suggérant que le gène p44t n’est pas essentiel au développement de la pathologie (Bürglen 

et al., 1997). 

 

1.4.3. Les porteurs sains 

L’amyotrophie spinale est une maladie récessive, ce qui implique que de nombreux 

individus sont porteurs de l’allèle muté mais en raison de la présence d’un allèle sain, ils ne 

déclarent pas la maladie.  

Il existe plusieurs types de configurations génétiques permettant d’être porteur sain. Le 

cas le plus fréquent est le « 1+0 », les individus possèdent un allèle sain et un allèle muté. 

Une catégorie moins représentée est « 2+0 », il existe deux copies du gène sain sur un même 

allèle, sur l’autre, le gène SMN1 est muté. Enfin, deux autres cas nettement plus rares peuvent 

se présenter, le « 1+1D » et « 2+1D ». Les individus possèdent une ou deux copies de SMN 

non muté sur un allèle, et sur l’autre, le gène est présent non fonctionnel en raison d’une 

mutation ponctuelle ou une micro délétion (Dietschy and Turley, 2004; Verhaart et al., 2017). 

Les porteurs sains ne déclarent pas de symptômes mais certaines études ont rapporté que 

des individus porteurs d’un nombre anormal de copies de SMN1 ou bien de délétions du gène 

SMN2 présentent des risques accrus de déclarer une  sclérose latérale amyotrophique (SLA) 

sporadique. Cependant, les mécanismes impliqués n’ont pas été élucidés (Butchbach, 2016). 
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1.4.4. Les promoteurs de SMN 

Les promoteurs des gènes SMN1 et SMN2 possèdent des séquences très similaires 

et leurs activités sont quasi-identiques (Monani et al., 1999). Ils se trouvent 4.6 kb en amont 

du 5’ des régions des gènes SMN. Il existe sur ces promoteurs des sites de liaisons aux 

facteurs de transcriptions CREB (c-AMP-Response-Element-Binding-protein) et aux 

interférons, tous deux capables de moduler l’expression des gènes SMN (Baron-Delage et al., 

2000).  

 

1.4.5. L’origine des différences de sévérité de la maladie 

Les patients ayant une mutation du gène SMN1, ne possèdent comme seule source 

de production de protéine SMN que le gène SMN2 qui produit majoritairement des protéines 

SMN tronquées (SMN7) qui sont rapidement dégradées. Cependant, il est avéré que plus un 

patient possède un grand nombre de copies de ce gène moins la sévérité de la maladie est 

importante.  

Généralement, les patients atteints des formes les plus sévères de SMA possèdent 

peu de copies du gène SMN2. En 2002, Harada et coll. montrent que sur la cohorte de patient 

Figure 5: Les différentes configurations génétiques des porteurs sains et non-porteurs de la maladie. 
Les porteurs sains peuvent présenter une délétion du gène SMN sur un allèle uniquement (1+0), la 

présence de deux copies SMN1 sur un allèle seulement (2+0), une ou deux copies du gène SMN1 sur un 
allèle et une mutation ponctuelle sur le gène SMN1 de l’autre allèle. D’après (Verhaart et al., 2017) 
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étudiée, tous les patients de SMA de type II et III possédaient 3 copies ou plus alors que les 

patients atteints de SMA de type I n’en possédaient que une ou deux (Harada et al., 2002).  

Cependant, cette corrélation n’explique pas tous les phénotypes. Dans certains cas, des 

personnes possèdent 4 copies de SMN2 et déclarent tout de même la maladie, tandis que des 

personnes avec une mutation homologue du gène SMN1 et qui ne possèdent que 2 copies du 

gène SMN2 ne présentent pas de signes cliniques. C’est donc qu’il existe d’autres 

mécanismes qui modulent la sévérité de la maladie (Harada et al., 2002). 

Toutes les copies du gène SMN2 ne sont pas équivalentes d’un individu à l’autre. 

Certains patients présentent une substitution d’une cytosine pour une guanidine dans l’exon 7 

du gène SMN2 qui permet de créer un nouvel ESE. Comme décrit précédemment, l’ESE va 

permettre d’augmenter le taux d’inclusion de cet exon dans les transcrits provenant du gène 

SMN2 et donc la proportion de protéine SMN stable par rapport à la protéine SMN7 (Prior et 

al., 2009).  

De nombreux cas de conversion génique de SMN1 en SMN2 chez des patients de type 

III ou IV ont été rapportés. Pour ces individus, ce n’est pas la mutation dans l’exon 7 du gène 

SMN1 qui est responsable de la maladie mais le changement de SMN1 en SMN2 et sa faible 

production de protéine SMN fonctionnelle. Les patients originaires d’Afrique du Sud sont 

particulièrement touchés par ce phénomène (Labrum et al., 2007). 

 

1.5. La protéine SMN 

L’importance de la protéine SMN a été découverte avec l’impact des mutations causant 

l’ASI. Il y a un lien entre la quantité de protéine produite et la sévérité de la maladie. Chez les 

patients atteints des formes sévères, la réduction d’expression s’élève à 80-95% par rapport 

à des patients sains tandis que chez les patients de type II cette diminution se situe entre 30% 

et 80% dans des cellules lymphoïdes. Par ailleurs, on retrouve des taux de protéine SMN 

quasi-normaux pour les personnes atteinte d’un type 3 (Lefebvre et al., 1997).  

 

1.5.1. Structure de la protéine SMN 

Il s’agit d’une protéine de 294 acides aminés pour une taille de 38kDa et qui ne 

présente pas d’homologie avec d’autres protéines connues à ce jour. Elle possède un domaine 

d’interaction avec la protéine Gemin 2 du côté N-Terminal suivi d’un domaine riche en lysine 

qui participe à la liaison avec les acides nucléiques (Liu et al., 1997; Lorson and Androphy, 

1998). L’exon 3 code pour un domaine tudor impliqué dans l’interaction avec des protéines 

possédant les motifs RGG/RG telles que la Fibrinarin, hnRNP Q, hnRNP R ou encore les 

Figure 6: Structure de la protéine SMN et ses différents domaines d’interaction (Singh et al., 2017). En 
respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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protéines Sm participant à la formation du complexe SMN (Pellizzoni et al., 2001; Rossoll et 

al., 2002; Sabra et al., 2013; Shafey et al., 2010). Les 16 derniers acides aminés codés par 

l’exon 7 ainsi que le motif tyrosine glycine codé par l’exon 6 facilitent l’oligomérisation de la 

protéine. En absence d’exon 7, l’homodimérisation ne se fait plus correctement, la protéine est 

très instable et n’est pas correctement adressée dans les différents compartiments cellulaires 

(Lorson et al., 1998; Narayanan et al., 2004). Il existe un domaine particulièrement conservé 

au cours de l’évolution en C-Terminal de la protéine qui participe à la liaison de la protéine à 

l’ARN et qui est retrouvé dans d’autres espèces comme la levure, le poisson-zèbre ou encore 

la souris suggérant l’importance de cette structure. 

 

 

 

 

Les régions codées par les exons 2a/2b, 4  et 6 de la protéine SMN interagissent entre elles 

et permettent la formation d’un homodimère. Elle est également capable de former un 

oligomère en liant deux domaines d’associations codées par les exons 2b et 6 (Young et al., 

2000a). 

 

La protéine SMN possède plusieurs isoformes, principalement issues de l’épissage du 

gène SMN1. Les transcrits de forme complète, contenant les exons alternatifs 3, 5 et 7, 

représentent la majorité des transcrits produits par le gène SMN1. 

L’isoforme SMN7 traduite à partir des transcrits provenant majoritairement du gène 

SMN2 est tronquée pour le domaine d’oligomérisation codé par l’exon 7, ce qui la rend 

instable. Il a été démontré qu’in vitro, la protéine SMN7 a une durée de vie deux fois plus 

courte que la protéine SMN de taille complète  car elle est rapidement adressée au 

Figure 7: Structure de la protéine SMN et des différentes régions codées par les exons. Les exons 2a et 2b codent 
pour un domaine d’interaction avec les ARN, l’exon 3 code pour un domaine d’interaction avec la protéine sm. Les 

exons 6 et 7 codent pour le domaine d’oligomérisation de la protéine SMN. D’après (Singh et al., 2017) 

Figure 8: Modèle de la formation d'un homodimère ou d'un oligomère de la protéine SMN. (a) Formation 
d’un dimère entre deux protéines SMN s’associant grâce à l’interaction entre les exons 2b et 6. (b) 

Formation d’un oligomère en associant plusieurs dimères SMN (Young 2000). En respect du droit d'auteur 
et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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protéasome (Burnett et al., 2009). Bien que SMN7 ne soit pas capable d’assurer le même 

niveau de fonctionnalité que la protéine complète, des arguments semblent indiquer un rôle 

de cette isoforme dans la modulation de la sévérité (Le et al., 2005). Croiser des souris 

modèles d’une ASI sévère, et donc avec une très faible quantité de protéine SMN 

fonctionnelle, avec des souris surexprimant la forme SMN7 permet d’augmenter leur durée 

de vie. En effet, alors que le modèle sévère a une durée de vie de 5,2 jours en moyenne, elle 

passe à 13,3 jours lorsque les souris expriment une quantité plus importante de protéine 

SMN7. Ainsi, augmenter la quantité de protéine SMN7 produite dans un modèle sévère 

d’ASI permet de suffit à diminuer la sévérité (Le et al., 2005). L’un des mécanismes proposés 

pour expliquer ce phénomène est la faible capacité de la protéine SMN7 à s’associer avec la 

protéine complète SMN Full-Length (SMN-FL) pour former un oligomère SMN-FL/ SMN7 ce 

qui permet de stabiliser SMN7. Ainsi, l’expression de l’isoforme SMN7 augmente la quantité 

d’oligomères SMN qui assurent la fonction de SMN. Par conséquent, le gène SMN2 parvient 

à diminuer la sévérité du phénotype de l’ASI en augmentant la quantité de protéines SMN-FL 

et SMN7 produite et leur fonctionnalité (Le et al., 2005). 

 

Setola et coll. ont identifié une isoforme nommée a-SMN encodée uniquement par les 

exons 1 à 3 du transcrit SMN en raison de la présence d’un codon stop dans l’intron 3. Cette 

isoforme est retrouvée spécifiquement dans les axones des motoneurones pendant les phases 

de développement puis son expression diminue à l’âge adulte chez le rat. La surexpression 

de la protéine a-SMN dans des cellules NSC34 stimule l’axogénèse (Burghes, 2008; Setola et 

al., 2007). Une autre étude a démontré que la demi-vie de cette protéine est deux fois moins 

importante que celle de la protéine SMN de taille complète, probablement en raison de 

l’absence d’une partie du domaine d’oligomérisation de la protéine codé par l’exon 7 (Locatelli 

et al., 2015). 

 Récemment une isoforme, SMN6B a été mise en évidence. Un nouvel exon 6B est 

généré par exonisation d’une séquence intronique Alu-like des transcrits SMN dans des 

conditions de stress cellulaire. La protéine résultante est plus stable que la protéine SMN7 

et est localisée à la fois dans le cytoplasme et le noyau (Seo et al., 2016).  

 

Figure 9: Représentation des différents transcrits générés depuis les gènes SMN. Le transcrit SMN7 produit 
majoritairement par le gène SMN2, le transcrit a-SMN contenant les exons 1 à 3 en raison de la présence d’un codon stop 
dans l’intron 3 et le transcrit SMN6B généré par la transformation d’un intron en exon et contenant un codon stop après 
l’exon 6 (Singh et al., 2017). En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette 

version 
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La fonction et l’expression des isoformes de la protéine SMN issues de l’épissage des 

exons alternatifs 3 et 5 restent, pour l’heure, peu connues. 

 

1.5.2. Expression et localisation de la protéine SMN 

La protéine SMN a une expression ubiquitaire, elle est retrouvée dans le foie, les reins, 

le tissu nerveux, etc…Cependant, elle est présente en quantité importante dans la moelle 

épinière et le tissu musculaire (Battaglia et al., 1997). L’expression de la protéine SMN n’est 

pas constante au cours du développement. Bien qu’elle varie selon les tissus, elle est 

fortement exprimée durant la période embryonnaire puis diminue progressivement de la 

naissance jusqu’à l’âge adulte (Gabanella et al., 2005). Les motoneurones sont les cellules 

qui expriment le plus fortement la protéine même après la naissance suggérant un rôle crucial 

pour leur croissance mais surtout le maintien de ces cellules au cours du temps. 

Dans la moelle épinière de patients atteints de formes sévères d’ASI, on peut mesurer une 

quantité de protéine SMN de l’ordre de cent fois inférieure à celle d’une personne saine. 

Bien que l’abondance de la protéine SMN dans les compartiments subcellulaires soit 

dépendante du type de cellule (Zhang et al., 2007), la protéine est majoritairement localisée 

dans le cytoplasme péri-nucléaire et dans le noyau. Dans certains types cellulaires tels que 

les neurones, la protéine SMN peut être particulièrement localisée dans des granules des 

cônes de croissance axonaux ou encore à la jonction neuromusculaire (Kariya et al., 2014; 

Setola et al., 2007).  

Dans le noyau, on retrouve la protéine SMN dans des structures particulières appelée 

gems « gemini of coiled bodies » (Liu and Dreyfuss, 1996). Les gems font entre 0.1 et 1µm de 

diamètre et sont assemblés et désassemblés pendant les phases du cycle cellulaire. Ils 

contiennent les composants du complexe SMN et serviraient de lieu de stockage de la protéine  

SMN nécessaire lors des étapes d’assemblage du splicéosome (Young et al., 2000b). Dans 

les motoneurones de la moelle épinière de patients, les gems co-localisent avec une autre 

structure nucléaire : les corps de Cajal (CB) (Young et al., 2001). 

 

On retrouve dans le noyau des structures apparentées aux gems nommées corps de 

Cajal (CB), qui sont riches en ribonucleoprotéines (RNPs) importées depuis le cytoplasme 

(Renvoisé et al., 2012) et dans lesquelles on détecte également la protéine SMN.  La protéine 

WRAP53 favorise la translocation de SMN à travers la cellulaire. Après avoir lié la protéine 

SMN dans le cytoplasme, WRAP53 entraine son transport dans le noyau puis son adressage 

Figure 10: Localisation subcellulaire de la protéine SMN. (A) Localisation de la protéine SMN par immunofluorescence 
(B) Les gems sont les structures denses pointées par les flèches noires (Liu and Dreyfuss, 1996). En respect du droit 

d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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aux CBs en facilitant l’interaction de SMN avec la protéine Coilin exprimée spécifiquement 

dans les CB (Mahmoudi et al., 2010). Cette structure nucléaire est majoritairement impliquée 

dans la maturation, le stockage et le transport des snRNPs.  

 

 

 

Dans des fibroblastes de patients ASI, une diminution du nombre de gems dans le 

noyau est corrélée avec la sévérité de la maladie (Coovert et al., 1997). Une déplétion en 

protéine SMN telle que l’on peut observer chez les patients ASI est proportionnelle à une 

diminution de la quantité de ces corps nucléaires qui nécessitent la présence de la protéine 

pour se former. Ce n’est pas le cas pour les CB, qui sont présents de le noyau de cellules de 

patient ASI de type 1 n’exprimant que très peu de protéine SMN (Young et al., 2000b).  

 

1.5.3. Fonctions de la protéine SMN  

Le rôle le mieux décrit de la protéine SMN est sa participation dans le métabolisme des 

ARN. Cependant la protéine SMN ne participe pas seule à ces processus, elle s’associe avec 

plusieurs protéines pour former le complexe SMN. 

Le complexe SMN est composé d’oligomères de protéines SMN, des protéines gemins 

2 à 7 et de la protéine Unrip (Kolb et al., 2007). Les gemins et SMN co-localisent dans le 

cytoplasme tandis que seule gemin 4 co-localise avec SMN dans le noyau au niveau des gems 

d’où provient leur nomenclature (Charroux et al., 2000). Les gemins 2, 3, 5 et 7 interagissent 

directement avec SMN alors que les gemins 4 et 6 interagissent indirectement par leur liaison 

aux gemins 3 et 7 respectivement. Le complexe SMN est très stable et est essentiel pour 

l’ensemble des cellules. Il est principalement impliqué dans l’assemblage des composants du 

spliceosome (Pellizzoni et al., 2001). Cependant, d’autres fonctions lui sont également 

associées comme la transcription ou l’épissage des ARN.  

 

1.5.3.1. Assemblage des snRNP 

 L’assemblage des composants du splicéosome est la fonction la plus étudiée de la 

protéine SMN. Les spliceosomes sont de gros complexes multi-protéiques assemblés dans le 

Figure 11: (G) Co-localisation de la protéine SMN avec la protéine P80 coilin dans des cellules 
COS. (H) Co-localisation de la protéine SMN avec la protéine Gemin 2 (Renvoisé et al., 2006 ) 
En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette 

version 

Figure 12 : Représentation du complexe SMN. La protéine SMN interagit directement 
avec les gemins 2,3,5 et 7 et indirectement avec les gemins 4 et 6 (Gubitz et al., 2004). 
En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de 

cette version 
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cytoplasme qui migrent dans le noyau pour se fixer aux ARN messagers et assurer leur 

épissage. Ils sont composés de small nuclear ribonucleoproteins (snRNP), eux-même 

rassemblant des petits ARN pré messagers, les small nuclear RNA (snRNA) U1, U2, U4/6 et 

U5 et un anneau de protéine Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F et G).  

 

Figure 13: Fonction de SMN dans l'assemblage des snRNP. Dans le cytoplasme, 7 protéines Sm sont assemblées (a) et 
associé au complexe SMN (b). Dans le noyau, les snRNA sont transcrits puis liés au complexe d’export  pour ensuite rejoindre 

le cytoplasme (c). Le complexe SMN associe les protéines Sm avec le snRNA  pour former un snRNP (d) qui est ensuite 
hyperméthylé sur une guanosine du snRNA ce qui induit son import dans le noyau où il rejoint les corps de cajal pour subir 

une dernière étape de maturation (e) (Burghes and Beattie, 2009). En respect du droit d'auteur et de la propriété 
intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 

C’est dans le noyau que les gènes codant pour les snRNA sont transcrits par la 

polymérase II puis ils subissent une méthylation en 5’ (m7G-cap) et la partie 3 ‘ de l’ARN est 

clivée, générant un pre-snRNA (Figure 13 c). Un complexe d’export composé des protéines 

CBP120, CPB80, PHAX, Xpo et RanGTP va ensuite transporter cet ARN dans le cytoplasme. 

Une fois dans le cytoplasme, le complexe d’export est désassemblé et la protéine gemin5 du 

complexe SMN reconnait un site spécifique du pre-snRNA et l’associe avec l’anneau de 

protéine Sm (Figure 13 d).  Chaque snRNP est formé à partir d’un seul snRNA pour U1, U2 et 

U5 ou de deux snRNA pour U4/6 ainsi que de 7 protéines Sm. Survient ensuite une étape 

d’hyperméthylation du m7G-cap par TGS1. Cet ensemble ARN-protéine est adressé au noyau 

grâce à l’hyperméthylation et aux protéines Sm qui servent de signal de localisation nucléaire. 

Cet import est notamment facilité par les protéines Importin- et WRAP53 qui vont également 

permettre au complexe de rejoindre les corps de Cajal pour subir la dernière étape de 

maturation (Figure 13 e) (Singh et al., 2017). Les snRNP interviennent notamment dans la 

reconnaissance de sites introniques d’épissage des d’ARN pré-messagers et participe avec le 

splicéosome à l’excision des introns pour former les ARNm matures. 

 

1.5.3.2. Transport des ARNm et remodelage du cytosquelette 

La protéine SMN intervient dans la croissance axonale en modulant le trafic des ARN 

messagers. En s’associant avec hnRNP R, la protéine contribue à la localisation des ARN 

messagers de la -actine dans les cônes de croissance (Rossoll et al., 2003). D’autre part, 

SMN participerait à l’ancrage de ribosomes inactifs à la membrane au niveau de domaines 

riches en cavéolines. Lors des phases de remodellage du cytosquelette, il semblerait que la 

protéine SMN participe à la libération des ribosomes séquestrés qui pourront assurer la 

traduction locale de protéines du cytosquelette comme l’actine favorisant ainsi le 

développement des protusions membranaires (Gabanella et al., 2016).  

 

1.5.3.3. Transcription 
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La protéine SMN est capable de lier plusieurs molécules qui modulent l’activité 

transcriptomique. En effet, SMN interagit avec le domaine carboxiterminal de l’ARN 

polymérase II, suggérant son rôle potentiel dans l’initiation, l’élongation ou la terminaison de 

la transcription (Li et al., 2014). De plus, SMN lie la protéine P53 qui est un facteur de 

transcription possédant plusieurs domaines de liaison à l’ADN pour former un complexe qui 

co-localise dans le noyau dans les gems (Young et al., 2002). L’expression d’un mutant de 

SMN entraine une inhibition de la transcription mais également une accumulation des 

partenaires de SMN dans les CB et les gems (Li et al., 2014). Ces données indiqueraient donc 

une implication de la protéine avec la machinerie de transcription et post-transcriptionnelle.  

 

1.5.3.4. Apoptose 

Il a été mis en évidence que la protéine SMN est capable de lier deux protéines 

participant aux processus apoptotiques : Bcl-2 (B-cell leukemia oncogen-2) et P53, mentionné 

précédemment. Iwahasi et coll. ont démontré qu’une co-expression de SMN et Bcl-2 permet 

de lutter efficacement contre l’apoptose. La forme SMN7 n’a pas la même synergie dans la 

modulation de l’apoptose et agit comme un dominant négatif sur la forme complète de SMN 

(Iwahashi et al., 1997). La protéine SMN lie P53 grâce à un domaine codé par l’exon 2, les 

deux protéines co-localisent dans les CBs en cas d’activation de P53. Dans un contexte d’ASI, 

la faible quantité de protéine SMN empêcherait la séquestration de P53 par SMN dans les 

CBs. P53 est alors présent de manière plus importante dans le nucléoplasme et déclencherait 

son activité pro-apoptotique, ce qui constituerait une mécanisme potentiel de la mort des 

motoneurones (Young et al., 2002). 

 

1.6. Animaux modèles de l’amyotrophie spinale 

Bien que restrictifs et souvent assez éloignés de l’homme d’un point de vue phylogénique, 

la création de modèles animaux qui miment l’amyotrophie spinale a été nécessaire pour 

étudier la maladie car il n’existe pas de mutation spontanée du gène SMN chez les animaux.  

 

1.6.1. Les modèles murins 

Les souris ne possèdent qu’un seul gène Survival Motor Neuron, apparenté à Smn1, 

sur le chromosome 13 et la délétion de celui-ci entraine une mort cellulaire au stade 

blastocyste du développement (Schrank et al., 1997). La fonction de la protéine SMN murine 

est essentielle puisqu’une invalidation neuronale ou musculaire entraine respectivement une 

mort des motoneurones ou une nécrose des tissus avec paralysie (Forss-Petter et al., 1990; 

Iyer et al., 2015).  
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1.6.1.1. Les modèles « Taïwanais » 

Le premier modèle murin a été créé par le Dr. Hung Li en 2000 (Hsieh-Li et al., 2000). 

Les souris sont invalidées génétiquement pour l’exon 7 du gène Smn murin par intégration 

d’une cassette Hypaxanthine Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) dans la séquence du gène. 

Les souris homozygotes pour cette invalidation  (Smn 7/7) meurent avant la naissance à 

des stades très précoces du développement (E3.5 et E6.5). Pour modéliser la maladie, un 

transgène correspondant à une région du génome humain de 115kb contenant le gène SMN2 

complet ainsi que ces régions avoisinantes ont été intégrés dans le génome des souris 

invalidées pour l’exon 7 du gène Smn murin (Smn 7/7, SMN2). Les souris hétérozygotes 

pour l’invalidation de l’exon 7 (Smn 7/+, SMN2) ne présentent pas de signes cliniques. 

A partir de ce modèle murin, il est possible d’obtenir des formes plus ou moins sévères 

en variant, par croisement, le nombre de copies du transgène humain (Hsieh-Li et al., 2000). 

Les souris qui ne possèdent que 2 copies du transgène SMN2 miment une ASI de type 2 ; et 

celles qui en possèdent 3 ou plus, une ASI de type 3. La durée de vie des animaux mimant 

l’amyotrophie de type 2 ont une durée de vie d’environ 13 jours et présentent des symptômes 

et atteinte neuronale similaire aux patients ASI type 2.  

 

 

Les moelles épinières des souris mimant l’ASI de type 2 présentent une forte perte des 

motoneurones de large diamètre dans la corne antérieure. De plus, l’expression de la protéine 

SMN est fortement réduite dans ces cellules. Les muscles présentent également une 

diminution du diamètre des fibres musculaires ainsi qu’une atrophie des faisceaux 

musculaires. Les  souris qui miment une ASI de type 3, développent une nécrose de la queue 

imputée à un défaut de vascularisation et une hypoxie locale (Hsieh-Li et al., 2000).  

 

1.6.1.2. Les modèles « américains » 

Les souris de ce modèle sont invalidées pour l’exon 2 du gène Smn murin. Ceci a pour 

conséquence l’absence totale de protéine produite par ce gène. Dans ce modèle, le transgène 

humain SMN2 a été inséré en entier avec son promoteur (Monani et al., 2000). Deux types de 

sévérité ont été créés, la première pour les souris qui possèdent entre une et deux copies du 

transgène humain et l’autre moins sévère qui en possèdent 8. Le modèle le plus sévère a une 

durée de vie de 1 à 3 jours en moyenne, les souris sont plus petites que les contrôles et 

présentent une perte de 35% des motoneurones spinaux. Le modèle moins sévère est 

Figure 14: Phénotypes des souris mimant une ASI. b) Souris ASI de type 2 (droite) et contrôle (gauche). c) 
nécrose de la queue de souris ASI de type 3 (gauche). d) Souris ASI de type 3 (haut) et contrôle (bas) En 

respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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caractérisé par un phénotype similaire à celui des souris contrôles, sans perte de 

motoneurones spinaux (Monani et al., 2000). 

 

1.6.1.3. Les modèles issus de la stratégie Cre-LoxP 

Dans ce modèle murin, l’exon 7 du gène murin Smn est entouré de deux séquences 

LoxP. L’enzyme Cre est exprimée sous le contrôle d’un promoteur spécifique permettant de 

réaliser cette délétion uniquement dans certains types cellulaires. Dans le cas d’une 

expression de la Cre sous le contrôle d’un promoteur ubiquitaire comme le cytomégalovirus, 

les souris homozygotes Smn7/7 issues de cette technique meurent très tôt dans leur 

développement à E9 (Frugier et al., 2000). 

En croisant des souris contenant les séquences LoxP entourant l’exon 7 du gène Smn 

avec des souris exprimant l’enzyme Cre sous le contrôle du promoteur neuronal de l’énolase, 

on obtient des souris qui présentent une durée de vie moyenne de 25 jours. Elles sont atteintes 

de déficits moteurs et de tremblements associés à des atrophies musculaires mais sans mort 

des motoneurones, suggérant l’importance de l’environnement cellulaire pour la survie de ces 

cellules (Forss-Petter et al., 1990).  

Dans le modèle murin Smn -/- ; SMN2 +/+ ; SMN7 +/+ (Le et al., 2005), McGovern et all, 

ont diminué ou restauré l’expression de la protéine SMN dans les motoneurones en utilisant 

le système Cre-LoxP. Pour diminuer l’expression de SMN, les auteurs ont utilisé une séquence 

du gène Smn (SmnF7 sur la Figure 15) dont l’exon 7 est entouré de deux sites LoxP. Sous 

l’action de l’enzyme Cre, l’exon 7 est excisé (SmnD7 sur la Figure 15) aboutissant à la 

production d’une protéine SMN7. Pour restaurer l’expression de la protéine SMN, une 

cassette comprenant l’exon 7 humain (IN6-EX7-IN7 sur la Figure 15) codant une protéine SMN 

tronquée est fusionnée avec une séquence inversée de l’exon 7 murin (in6-ex7-in7 sur la 

Figure 15) codant une protéine SMN fonctionnelle. Ces deux cassettes sont insérées dans un 

allèle du gène Smn murin. Si l’enzyme Cre n’est pas exprimée, le gène code pour une protéine 

tronquée et peur fonctionnelle. Lors de la recombinaison homologue par l’enzyme Cre, la 

cassette entière est inversée (SmnRe sur la Figure 15) permettant le transcription du gène 

codant la séquence  in6-ex7-in7 murine et l’expression de la protéine SMN fonctionnelle 

(McGovern et al., 2015). 

 

Figure 15: Construction génétiques permettant la réduction ou l’augmentation de l'expression de la protéine SMN. La 
délétion de l’exon 7 est assuré par le clivage des sites Loxp entourant l’exon 7 dans le transcrit SMNF7 par la Cre. Le 

remplacement de SMN est assuré par l’inversion de la cassette « IN6-EX7-IN7 » humaine codant une protéine SMN tronquée 
par la cassette « inv-ex7-in7 » murine codant pour une protéine SMN fonctionnelle suite à la l’action de la Cre (McGovern et 

al., 2015) En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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Alors que la déplétion en protéine SMN dans les motoneurones induit une perte de la 

fonction de l’unité motrice, sa restauration permet de la protéger. Cependant la protection des 

motoneurones uniquement n’est pas suffisante pour augmenter la survie des animaux. Des 

expériences consistant à augmenter l’expression de la protéine SMN dans les motoneurones 

(sous le contrôle des promoteurs de la Choline AcetylTransferase), les cellules gliales et les 

neurones (sous le contrôle du promoteur de la Nestine) a permis d’augmenter 

considérablement la survie des animaux, voire de les sauver puisque 30% des souris ont 

dépassé les 100 jours de survie (McGovern et al., 2015). Les auteurs supposent que la 

restauration de SMN dans le système nerveux autonome par le promoteur de la Nestine 

permet de protéger les neurones innervant les muscles cardiaques connus pour être altérés 

dans les modèles murins d’ASI (Biondi et al., 2012; Heier et al., 2010). D’autre part, restorer 

l’expression de SMN dans les astrocytes est bénéfique pour les souris modèles d’ASI, ce type 

cellulaire semble donc jouer un rôle majeur dans la modulation du phénotype.  

Le système Cre/LoxP a également été utilisé pour étudier le rôle de la protéine SMN 

dans le muscle. Dans un modèle murin Smn 7/7 et contenant plusieurs copies du transgène 

humain SMN2, des chercheurs ont également aboli l’expression du gène Smn uniquement 

dans le muscle. Le déficit important de protéine SMN dans le muscle n’a pas eu d’effet sur la 

physiologie de l’animal ou sur les fibres musculaires. Par ailleurs, une restauration de 

l’expression de SMN uniquement dans le muscle n’a pas d’effet sur la survie des souris. Ces 

données suggèrent que chez les souris modèles ASI, la faible quantité de protéine SMN 

produite par le gène SMN2 suffit à maintenir l’intégrité du muscle (Iyer et al., 2015).  

 

1.6.2. Les autres modèles animaux 

 

1.6.2.1. Caenorhabditis elegans 

Le nématode C. Elegans ne possède qu’un seul gène orthologue à SMN, smn-1, avec 

lequel il partage 36% de ressemblance (Babin et al., 2014). Un siARN contre le gène smn-1 

est létal suggérant le rôle crucial, de même que chez l’homme, de la protéine SMN pour le ver 

(Miguel-Aliaga et al., 1999).  

Ce modèle a été utilisé notamment pour identifier des gènes susceptibles de pouvoir 

moduler le phénotype des C.Elegans déficients pour smn-1. C’est le cas du Riluzole qui, en 

activant les canaux potassiques sensibles aux concentrations de calcium, améliorent les 

fonctions motrices chez le nématode (Dimitriadi et al., 2013).  

 

1.6.2.2. La drosophile 
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De même que chez C.Elegans, la drosophile ne possède qu’un orthologue au gène 

SMN avec une homologie de séquence de 41% (Miguel-Aliaga et al., 2000). La présence de 

la protéine SMN est également nécessaire à la viabilité de cet organisme. La drosophile est 

beaucoup utilisée pour étudier l’effet de différentes mutations du gène SMN sur la régulation 

de la fonction motrice mais aussi les éventuels partenaires impliqués dans la régulation des 

gènes SMN comme les membres de la voie de signalisation BMP et les impliqués dans 

l’endocytose (Dimitriadi et al., 2010).  

Une combinaison de criblage génétique et d’analyse bioinformatique a permis 

d’identifier plus de 300 gènes candidats capables de modifier le phénotype de drosophiles 

déficientes pour la protéine SMN. Parmi ceux-là, plusieurs gènes impliqués dans le 

métabolisme des ARN, la transcription ou encore le transport des ARN (Sen et al., 2013). 

 

1.6.2.3. Le Zebrafish 

Le zebrafish ou Danio rerio est un très bon modèle d’étude pour les recherches 

neurobiologiques grâce à son système nerveux très proche de celui des vertébrés. De plus, 

on peut simplement aboutir à la création d’animaux transgéniques et leur phénotype est 

rapidement observable. La peau des embryons étant transparente, l’accès aux motoneurones 

est facilité ce qui permet de faire de l’imagerie in vivo, de l’électrophysiologie ou encore des 

expériences de comportement.  

Le génome du zébrafish étant quasiment séquencé, de nombreuses techniques sont 

applicables, la transgénèse,  l’activation ou l’inactivation de gènes par injection d’ARN antisens 

ou encore la manipulation génétique par des systèmes CRISPR-Cas. La réduction 

d’expression de la protéine SMN à l’aide d’oligomorpholino chez ce poisson entraine une 

altération du développement des axones, ce qui a pour conséquence de provoquer la mort 

des motoneurones (McWhorter et al., 2003). De plus, la jonction neuromusculaire est 

également altérée mais sans effet sur la morphologie ou le développement des muscles (Boon 

et al., 2009; McWhorter et al., 2003).  

 

1.6.2.4. Les modèles cellulaires 

L’étude des motoneurones est facilitée par l’utilisation des cellules souches. Il est 

possible de reprogrammer des cellules de patients atteints d’ASI en cellules souches 

pluripotentes (iPSCs) ou bien d’utiliser des cellules souches embryonnaires (hESCs), puis 

d’induire leur différenciation en cellules neuronales, notamment des motoneurones (Ebert et 

al., 2009; Frattini et al., 2015; Takahashi and Yamanaka, 2006). L’avantage des iPSCs étant 

qu’il est possible de les obtenir depuis des fibroblastes de la peau de patients ASI tandis que 

les hESCs nécessitent d’avoir recourt à des embryons fertilisés. Il a été démontré que l’on 
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peut produire des motoneurones crâniens ou spinaux en utilisant différentes concentrations 

d’une combinaison de plusieurs molécules comme Wnt, l’acide rétinoïque, le fibroblast growth 

factor, un inhibiteur de GSK-3 (Chir-99021) ou hedgehog (Maury et al., 2014).  

Ces modèles cellulaires ont permis de démonter, entre autre, un stress oxydatif 

mitochondrial dans les motoneurones issus de cellules embryonnaires invalidées pour le gène 

SMN1 (Zhang et al., 2013) Une autre étude suggère une activation des voies apoptotiques 

plus importante dans des motoneurones issus d’iPSCs de patients ASI de type 1 que chez le 

contrôle (Lafont et al., 2010; Sareen et al., 2012).  

 

 

1.7. Les traitements 

Depuis la découverte en 1995 du gène responsable de la maladie, beaucoup de voies 

thérapeutiques ont été proposées pour traiter l’amyotrophie spinale. C’est notamment le cas 

des thérapies géniques, cellulaire ou des molécules pharmacologiques 

 

1.7.1. Augmenter le taux de protéine SMN 

L’une des principales stratégies thérapeutiques est d’augmenter la quantité de protéine 

SMN de forme complète, déficiente chez les patients atteints d’amyotrophie spinale. En effet, 

la restauration de la fonction de SMN est l’enjeu majeur car cela permettrait de protéger les 

motoneurones et d’ainsi de réduire les altérations du système moteur. Pour ce faire, il existe 

deux possibilités : augmenter la transcription du gène SMN2 et donc la quantité totale des 

transcrits SMN ou bien de moduler la proportion de transcrits qui contiennent l’exon 7 et donc 

la quantité de protéine SMN fonctionnelle produite. Parvenir à combiner augmenter à la fois la 

transcription du gène SMN2 et l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN serait d’autant 

plus bénéfique. 

 

 

1.7.1.1. Oligonucléotides modificateurs d’épissage 

Les oligonucléotides antisens modificateurs d’épissage ou Splice-Switching Oligonucleotides 

(SSOs) sont des molécules synthétiques d’ARN non-codants qui peuvent interférer avec la 

machinerie d’épissage endogène. Ils sont capables d’exciser des exons d’un ARN pré-

messager comme cela a été réalisé pour la maladie de Duchenne (Pires et al., 2017; 

Figure 16: Etudes possibles et applications thérapeutiques des iPSCs de patients ASI. Des fibroblastes de patients 
ASI peuvent être reprogrammés pour obtenir des iPSCs. Ces cellules peuvent ensuite servir au screening de 

molécules thérapeutiques, à l’étude des motoneurones en induisant leur différenciation ou encore à la 
transplantation de cellules saines chez les patients (Frattini et al., 2015). En respect du droit d'auteur et de la 

propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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Shabanpoor et al., 2015), ou bien dans le cas de la d’ASI, d’inclure des exons dans le transcrit 

final. En effet, il existe une séquence ISS pour intron splicing silencer (ISS) dans l’ARN pré-

messager SMN2, qui favorise l’excision de l’exon 7 des transcrit. Le SSO utilisé dans l’ASI est 

capable de se fixer et inhiber sur l’ISS de l’ARN SMN2, ce qui augmente la quantité de 

transcrits SMN2 matures contenant l’exon 7 et donc la quantité de protéine SMN fonctionnelle. 

 

Figure 17 : Correction de l'épissage des transcrits SMN2 par le SSO Spinraza. L’ARN anti-sens spinraza se fixe sur l’ISS du 
transcrits SMN2 et réprime son activité permettant d’augmenter le taux d’inclusion de l’exon 7 dans le transcrit SMN2 final 
(Wan and Dreyfuss, 2017) En respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 

Cette stratégie thérapeutique est particulièrement efficace pour les patients atteints 

d’amyotrophie spinale et qui possédent un grand nombre de copies du gène SMN2. La 

protéine résultante est identique à celle produite à partir du gène SMN1. L’efficacité des 

oligonucleotides antisens est prouvée d’un point de vue fonctionnel (Shabanpoor et al., 2015), 

cependant ils sont incapables de traverser la barrière hématoencéphalique, ce qui implique de 

devoir effectuer des injections répétées de la molécule dans la moelle épinière des patients.  

Plusieurs essais cliniques de ce traitement ont eu lieu notamment chez des patients 

d’ASI de type 1 et 2 avec la molécule Spinraza (aussi appelée Isis 396443, SMNRx ou 

Nusinersen) démontrant son efficacité aux Etats-Unis (Essai clinique NCT02292537). Ce SSO 

est désormais en cours de développement en Europe pour une cohorte de patient de type I.  

 

1.7.1.2. Les longs ARN non codants  

Les ARN non-codants anti-sens sont des régulateurs naturels de l’expression de gènes 

codants des protéines. Ils interagissent avec des protéines comme Polycomb repressive 

complex-2 (PRC2) qui lient la chromatine et méthylent les histones sur la lysine 27, un 

répresseur de la transcription (Margueron and Reinberg, 2011). Il existe un ARN antisens non 

codant nommé « SMN-AS1 » issu de la région centrale de l’intron 1 des gènes SMN et qui est 

exprimé majoritairement au niveau neuronal. En recrutant la protéine PRC2, cet ARN antisens 

va réprimer la transcription des gènes SMN1 et SMN2. C’est pour cette raison que des 

chercheurs ont élaboré des oligonucleotides antisens ou « antisens oligonucleotides » (ASO) 

de SMN-AS1 qui vont dissocier PRC2 du promoteur de SMN et augmenter l’activité 

transcriptionelle du gène (d’Ydewalle et al., 2017). La dégradation de l’ARN antisens 

endogène SMN-AS1 par l’ARN antisens synthétique a permis d’augmenter l’expression des 

transcrits SMN2 de taille complète de plus de 50% dans le système nerveux central d’un 

modèle sévère de souris mimant l’ASI.  

L’intérêt majeur de d’identifier de nouvelles approches thérapeutiques réside aussi 

dans la possibilité de combiner plusieurs traitements afin de créer une synergie et ainsi enrayer 

d’autant plus la progression de la maladie. C’est le cas de l’utilisation conjointe des ARN 
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antisens ASO et des oligonucléotides modificateurs d’épissage SSOs. Les premiers vont 

augmenter la transcription du gène SMN2 en inhibant l’effet répresseur de SMN-AS1 tandis 

que les SSO vont permettre de favoriser l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN et par 

conséquent la quantité de protéine SMN fonctionnelle produite (d’Ydewalle et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Thérapies des ARN anti-sens combinés avec les oligonucléotides modificateurs d'épissages. L’utilisation  de 
l’ARN antisens (SMN AS1 ASO) permet d’inhiber la répression qu’exerce l’ARN antisens sens andogène (SMN AS1) sur la 
transcription du gène SMN. L’oligonucléotide modificateur d’épissage (SSO) permet d’augmenter le taux d’inclusion de 
l’exon 7 dans les transcrits SMN. Ainsi, d’une part SMN AS1 ASO augmente le nombre de transcrits SMN et d’autre part 

le SSO augmente l’inclusion de l’exon 7 dans ces transcrits ce qui permet de potentialiser les effets et d’augmenter 
d’autant plus la quantité de protéine SMN fonctionelle (D’après D’Ydewalle et al., 2017). 



37 

1.7.1.3. Les petites molécules 

Des agents pharmacologiques capables d’augmenter la quantité de protéine SMN de 

forme complète ont été développés. Ils agissent par différents mécanismes comme la 

transactivation du promoteur de SMN2 ou bien le décalage du cadre de lecture du transcrits 

pour aboutir à une protéine SMN plus stable. 

Les molécules qui inhibent l’activité des histones deacétylases (HDAC) sont capables 

d’activer la transcription. Le niveau d’acétylation des histones va moduler l’accessibilité des 

gènes à la transcription. Plus une séquence d’ADN sera acétylée, plus elle sera accessible à 

la machinerie de transcription. En 2005, Kermochan et al démontrent que HDAC 2 est capable 

d’interagir avec le promoteur de SMN et de moduler son expression (Kernochan et al., 2005). 

Les HDAC sont donc des cibles thérapeutiques de choix pour l’ASI. 

C’est le cas du sodium phenylbutyrate (Andreassi et al., 2004), de l’acide valproic 

(Garbes et al., 2009) et de l’hydroxyuria (Xu et al., 2011) (Essais cliniques : NCT00485511; 

NCT00568698; NCT00528268; NCT00439218; NCT00439569; NCT00227266) . Cependant, 

bien que leur efficacité ait été démontrée dans des modèles murins, les essais cliniques se 

sont montrés peu encourageants avec peu voire pas d’effets bénéfiques.  

D’autres molécules sont capables de modifier la lecture d’un transcrit par les 

ribosomes. Les aminoglycosides comme le TC007 forcent la lecture du codon stop des 

transcrits SMN7 par les ribosomes, aboutissant à la traduction d’une protéine SMN qui  

contient le domaine d’oligomérisation, et donc beaucoup plus stable que celle provenant du 

transcrit natif. Dans un modèle murin d’ASI de sévérité intermédiaire, l’injection de la molécule 

TC007 directement dans le système nerveux central a induit une augmentation de l’expression 

de la protéine SMN, de la durée de vie et du nombre de cellules dans la partie ventrale de la 

moelle épinière de souris (Mattis et al., 2009). De plus, le traitement de motoneurones obtenus 

à partir de cellules de patients ASI avec le TC007 permet également d’augmenter la quantité 

de protéine SMN (Mattis et al., 2009). 

D’autres composés capables d’augmenter l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits 

SMN2 ont récemment été développées et ont prouvé leur efficacité chez la souris et les 

patients ASI. C’est le cas de la molécule SMN-C3, qui administrée oralement, permet 

d’augmenter la durée de vies de souris modèles d’ASI, leurs capacités motrices et le nombre 

de motoneurones dans la moelle épinière lombaire par rapport aux souris traitées avec la 

solution vehicule. Cette molécule a la particularité de pénétrer l’ensemble des tissus et 

d’augmenter le niveau d’expression dans l’ensemble de l’organisme. SMN-C3 serait capable 

d’interagir avec la strucutre primaire ou secondaire d’ARN pré-messager SMN2 ou avec des 

complexes ARN-protéines complexes (Naryshkin et al., 2014). Une version reformulée de la 

molécule par le groupe pharmaceutique Roche est actuellement en phase 2 d’essai clinique 
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chez des patients ASI de type 1 (FIREFISH; NCT02913482), type 2 et 3 (SUNFISH; 

NCT02908685) pour tester son efficacité et sa tolérance.  

Une autre molécule de la famille des pyridazine, NVS-SM1, se fixe sur la structure de 

l’ARN pré-messager SMN2, augmente l’affinité du complexe d’épissage U1 snRNP pour la 

région 5’ SS de l’exon 7 et  induit une augmentation de son inclusion dans les transcrits SMN2. 

Le traitement de souris modèles d’ASI avec le composé NVS-SM1 a permis d’augmenter la 

durée de vie de 62% (Palacino et al., 2015). En avril 2015, un essai clinique de cette molécule 

a été lancé en europe mais le recrutement des patients a été intérrompu en raison d’un 

potentiel effet toxique du composé (NCT02268552). 

La société TROPHOS a développé une nouvelle molécule appelée Olesoxime dont la 

structure moléculaire s’apparente à celle du cholestérol et qui induit une neuro-protection dans 

des modèles in vitro mais également in vivo (Bordet et al., 2007). Les mécanismes 

moléculaires impliqués ne sont pas clairement identifiés, cependant il semblerait que ce 

composé soit capable de se fixer sur un canal ionique voltage dépendant et à une protéine de 

translocation (ou récepteur périphérique à la benzodiazepine). Ces deux composant modulant 

la perméabilité membranaire (Bordet et al., 2007). La molécule est actuellement en essai 

clinique de phase II pour les patients ASI de type 2 et 3 et semblerait stabiliser le déclin des 

fonctions motrices et l’état clinique global après un traitement sur 2 ans (OLEOS; 

NCT02628743) 

 

1.7.2. Les thérapies géniques 

L’ASI étant une maladie monogénique, elle est une bonne candidate pour les thérapies 

utilisant des vecteurs viraux remplaçant le gène manquant. Les injections de particules virales 

contenant le gène SMN peuvent se faire par le système vasculaire ou cérébral. Les études qui 

ont utilisé ce type de thérapie ont montré une neuro-protection des motoneurones à la fois 

dans les modèles murins mais aussi chez le primate (Passini et al., 2014).  

Parmi les vecteurs viraux couramment utilisé, l’adénovirus associé 9 (AAV9) est l’un des plus 

efficace car il peut traverser la barrière séparant la moelle épinière de la circulation sanguine 

après une injection intraveineuse (Meyer et al., 2015). Ce vecteur a été choisi pour une étude 

dans un hôpital aux États-Unis chez des enfants atteints d’ASI de type 1 (Essai clinique 

NCT02122952). Cette étude consiste à injecter en intraveineux le virus contenant le gène SMN 

à des titrations différentes afin d’évaluer la dose la plus efficace. Les premiers résultats sont 

attendus pour le mois de décembre 2017. 

 

1.7.3. Les thérapies cellulaires 
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Outre la modulation de la quantité de protéine SMN présente chez les patients, une 

autre approche thérapeutique consiste à protéger les motoneurones de la mort cellulaire.  

La transplantation de cellules souches pour restaurer la perte de cellules neuronales 

ou bien apporter des facteurs neuro-protecteurs constituent une autre approche de traitement 

pour l’ASI. L’une des méthodes consiste à recueillir des cellules souches depuis la moelle 

épinière d’un individu sain et de les implanter dans l’hôte malade. Les cellules vont ensuite 

migrer dans le parenchyme et se différenciern notamment en motoneurones sous l’influence 

des facteurs de différenciation présents dans le tissu. Cette manipulation est efficace chez 

souris, augmentant de manière significative la durée de vie et les capacités motrices (Corti et 

al., 2008). Cependant, son application chez l’homme est difficilement envisageable en raison 

du caractère invasif d’un prélèvement de cellules souches dans la moelle épinière. Afin de 

contourner ce problème, une autre approche consiste à utiliser des cellules somatiques 

reprogrammées génétiquement pour donner des cellules souches pluripotentes qui sont 

transplantées dans la moelle épinière (Wichterle et al., 2002). En revanche, ce type de procédé 

nécessiterait un traitement immuno-supresseur pour éviter tout rejet du greffon. Ce type de 

thérapie n’a cependant pas encore été encore approuvé par la FDA.  

 

 

1.8. Les recherches du laboratoire sur l’exercice physique 

et l’amyotrophie spinale infantile 

Mon laboratoire d’accueil s’est intéressé aux effets de l’exercice physique dans un contexte 

d’ASI (Grondard, 2005). Des études ont démontré les effets bénéfiques de l’exercice sur les 

maladies neurodégénératives et en particulier sur une maladie neuromusculaire comme la 

sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Kirkinezos et al., 2003; Mahoney et al., 2004) mais 

aucune étude n’avait été réalisée pour l’ASI. Le modèle murin « Taiwanais» mimant une ASI 

de type 2 (Hsieh-Li et al., 2000) a été utilisé pour réaliser un protocole d’exercice de course 

en roue. Ce protocole d’entrainement physique a permis d’augmenter la durée de vie des 

souris de 57,3%, la prise de poids et un gain des capacités motrices observées dans l’open 

field et les expériences de grip test (Grondard, 2005). De plus, les souris ASI entrainées 

présentent une augmentation du nombre de motoneurones dans la corne ventrale de la moelle 

épinière des en comparaison des souris sédentaires. Les effets neuroprotecteurs observés 

sont associés à une augmentation du taux d’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits issus du 

gène SMN2.  

Par la suite, une autre étude du laboratoire visant à évaluer les bénéfices de différents 

protocoles d’exercice physique a démontré que soumettre un modèle murin de ASI de type 3 

à des exercices de nage ou de course pendant 10 mois permettait d’induire une neuro-
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protection des motoneurones, d’augmenter l’excitabilité neuromusculaire et de diminuer la 

fatigue musculaire sans modification du niveau d’expression de la protéine SMN (Chali et al., 

2016).  

L’ensemble des résultats obtenus au laboratoire concernant les effets bénéfiques de 

l’exercice physique dans un contexte d’ASI (Biondi et al., 2008; Chali et al., 2016; Grondard, 

2005) ont permis de démarrer une étude clinique (NCT02061189) qui a deux objectifs. 

Premièrement, évaluer les effets bénéfiques de la pratique d’un exercice physique à haute 

intensité en piscine pendant 6 mois, 3 fois par semaine, sur une cohorte de patients ASI de 

type 2 et 3 âgés de 5 à 10 ans. Deuxièmement, mettre en place une nouvelle échelle de 

mesure pour évaluer les fonctions motrices des patients ASI. La mise en place de cette échelle 

à lieu à la plateforme d’expérimentation de la sensori-motricité de l’Université Paris Descartes.  

 

1.8.1. Voie de signalisation du NMDA et amyotrophie spinale 

Par la suite, Biondi et coll ont démontré que les effets bénéfiques de l’exercice physique 

étaient dépendants de l’activité du récepteur au NMDA (NMDA-R). En effet, l’expression de la 

sous-unité activatrice du NMDA-R est augmentée suite au protocole de course alors qu’elle 

est sous-exprimée dans la moelle épinière des souris ASI de type 2 en comparaison des souris 

contrôles. Par ailleurs, l’inhibition de l’activité du NMDA-R abolit les effets protecteurs de 

l’exercice physique (Biondi et al., 2008).  

En 2010, l’équipe a démontré qu’un traitement de NMDA injecté directement dans la 

moelle épinière (intrathécal) chez des souris ASI de type 2 et de type 1 permet d’accélérer la 

maturation de l’unité motrice, de limiter l’apoptose dans la moelle épinière et d’augmenter la 

quantité de protéine SMN. La régulation positive de l’expression de SMN a été attribuée à une 

activation de la voie de signalisation CAMKII/AKT/CREB (cAMP response element-binding 

protein) par l’injection de NMDA (Biondi et al., 2010). 

Plus récemment, un décryptage des voies de signalisation a permis de mettre en 

évidence un mécanisme de compétition entre les voies de signalisation MEK/ERK/Elk-1 et 

PI3k/AKT/CREB pour la régulation de l’expression du transgène SMN2 dans la moelle épinière 

de souris ASI de type 1. En effet, l’inhibition pharmacologique de la voie MEK/ERK/Elk-1 

promeut l’activation de la voie AKT/CREB, ce qui entraine une augmentation de l’expression 

de SMN et est associée à une durée de vie augmentée de 2,8 fois des souris ASI de type 1. 

Le dialogue entre ces deux voies de signalisation et l’augmentation d’expression de SMN 

impliquent une modulation calcique de l’activité de CAMKII (Branchu et al., 2013). 

 

2. L’IGF-1 et le récepteur IGF-1R 
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Les insuline-like growth factor (IGFs) sont des hormones polypeptidiques qui possèdent 

une structure très proche de l’insuline dont elles tirent leur nom. Il en existe deux, IGF-1 et 

IGF-2, qui sont sécrétés majoritairement par les cellules du foie mais également dans le CNS 

par les cellules gliales ou encore dans les fibres musculaires. Ils sont des acteurs de l’axe 

somatotrope agissant sous le contrôle de l’hormone de croissance (GH) qui va stimuler leur 

expression. L’IGF-1 est crucial pour le développement post-natal et l’IGF-2 intervient de 

manière plus importante dans le développement prénatal (Han and Carter, 2000). Que ce soit 

dans la circulation ou dans les tissus, les IGF sont liés avec une grande affinité aux IGF-binding 

proteins (IGFBPs). Les IGFBPs modulent l’interaction entre les ligands IGFs et les récepteurs 

IGF-Rs. L’IGF-1 et son récepteur ont fait l’objet d’étude d’une partie de cette thèse, 

contrairement à l’IGF-2 qui ne sera pas introduit d’avantage. 

Les phases de développement embryonnaires nécessitent la présence de l’IGF-1 qui 

stimule la croissance axonale et la formation de synapses moto-neuronales (Ozdinler and 

Macklis, 2006). Durant la période post-natale, l’IGF-1 agit comme un modulateur de l’activité 

des enzymes acide glutamate décarboxylase (GAD) et Choline Acetyl Transferase (ChAT) 

régulant ainsi l’activité des motoneurones (Brass et al., 1992). A la périphérie, l’IGF-1 peut agir 

sur la différenciation ou la prolifération des cellules musculaire (Duan et al., 2010).  

Des souris transgéniques surexprimant l’IGF-1 présentent une prise de poids du cerveau 

associée à un poids total du corps plus importante que les souris contrôles (Mathews et al., 

1988). A l’inverse, des souris n’exprimant pas l’IGF-1 développent un retard de croissance et 

une diminution de poids de 40% en comparaison des contrôles (Baker et al., 1993; Liu et al., 

1993).  

L’IGF-1 se fixe sur le récepteur Insuline-like Growth Factor  Receptor (IGF-R). Le récepteur 

est un homodimère à activité tyrosine kinase. Il est premièrement synthétisé sous la forme 

d’un polypeptide qui est clivé pour former deux sous-unités a et b. Chaque monomère est 

composé d’une sous-unité alpha et d’une sous-unité b reliée par un pont di-sulfure. A la surface 

des cellules, l’IGF-1 fixe la sous-unité alpha qui va entrainer l’auto-phosphorylation du 

récepteur  et déclencher une série de phosphorylation sur l’insulin receptor substrate 1 (IRS1) 

et recruter la protéine src homoly 2 domain containing (SHC) (Chitnis et al., 2008; Sasaoka et 

al., 1996). Ces sites phosphorylés sont responsables de l’activation de plusieurs voies de 

signalisation dont la voie canonique PI3K-Akt (D’Mello et al., 1997; Párrizas et al., 1997), la 

voie ERK (Nguyen et al., 2000) ainsi que la voie JAK/STAT (Yadav et al., 2005). 
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Des souris présentant une délétion complète pour le gène de l’IGF-1R sont 

caractérisées par un retard de croissance au stade E11. Cette invalidation provoque une 

diminution de la taille du cerveau, de la croissance axonale ainsi que du nombre de cellules 

neuronales. On constate une forte mortalité post-natale imputable à un développement 

insuffisant des poumons qui induit une insuffisance respiratoire (Baker et al., 1993; Liu et al., 

1993) . Une délétion hétérozygote de l’IGF-1R chez des souris contrôles (Igf1r +/-) permet de 

prolonger leur durée de vie de 26% et augmente leur résistance au stress oxydatif 

(Holzenberger et al., 2003).  

Plus récemment, Corro et coll. ont démontré que l’IGF-1 augmente le clivage de 

l’ameloid protein precursor (APP) en stimulant les alpha-sécrétases et contribue ainsi à la 

réduction du peptide toxique -amyloïde (Carro et al., 2002). Par ailleurs, des études portant 

sur des souris modèles de la maladie d’Alzheimer et pour lesquelles le récepteur à l’IGF-1R a 

été génétiquement invalidé ont montré des effets bénéfiques sur l’inflammation, l’accumulation 

du peptide b-amyloïde et le comportement de ces souris (Gontier et al., 2015). 

 

2.1. La voie IGF-1 et l’amyotrophie spinale infantile 

La surexpression d’un transgène de l’IGF-1 exprimée uniquement dans le muscle 

squelettique (Musarò et al., 2001) dans un modèle murin sévère d’ASI (Smn -/- ; SMN7 ; 

SMN2) permet d’atténuer les symptômes de la pathologie. En effet, les souris présentent une 

augmentation de leur durée de vie de 40% ainsi que de la taille des fibres musculaires en 

comparaison des souris contrôles. En revanche, les capacités motrices n’ont pas été 

impactées par l’augmentation de la production de l’IGF-1 dans le muscle (Bosch-Marcé et al., 

2011). Deux études démontrent par ailleurs, une surexpression de l’IGF-1R dans le quadriceps 

de souris (Bosch-Marcé et al., 2011) et dans du tissu musculaire de patients ASI de type 1 

(Millino et al., 2009). 

Une étude plus récente a démontré que l’administration d’adeno-associated virus (AAV) 

exprimant l’IGF-1 humain dans le noyau profond du cervelet de souris mimant une ASI de type 

3 permet de moduler les niveaux d’activité des acteurs de l’apoptose tels que Bax et Bcl-2 et 

de limiter les processus apoptotiques dans les motoneurones. Cependant, les motoneurones 

ainsi protégés de l’apoptose ne sont pas fonctionnels puisqu’ils n’innervent pas correctement 

Figure 19: Le récepteur à l'IGF-1 et deux des trois cascades de signalisations associées. L’activation de l’IGF-1R 
par l’IGF-1 entraine l’autophosphorylation du récepteur qui phoshoryle la protéine IRS et recrute la protéine Shc 
qui est également phosphorylée. La phosphorylation des protéines IRS et Shc vont déclencher des cascades de 

phosphorylation intracellulaire et activer des réponses cellulaires comme la prolifération, la synthèse protéique 
ou des modifications métaboliques (Cruden et al., 2015) En respect du droit d'auteur et de la propriété 

intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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les muscles. (Tsai et al., 2012). Les même auteurs ont administré par injection intraveineuse 

l’AAV exprimant l’IGF-1 humain dans un modèle sévère d’ASI et rapportent une diminution de 

la neurodégénérescence, une augmentation de l’innervation de fibres musculaires et une 

augmentation de la durée de vie des souris injectées (Tsai et al., 2014). Ces résultats indiquent 

qu’une augmentation de l’expression de l’IGF-1 dans tout l’organisme est nécessaire pour 

protéger l’ensemble de l’unité motrice. 

 

2.2. Les voies de signalisation et cholestérol 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’expression de la protéine SMN peut être 

modulée par une activation ou une inhibition des voies de signalisation majeures comme les 

voies MAPK, Rho/Rock ou AKT (Biondi et al., 2010; Bowerman et al., 2007; Branchu et al., 

2013) qui sont toutes dépendantes de l’architecture membranaire de la cellule pour fonctionner 

correctement. Il existe des structures membranaires, les rafts lipidiques, riches en cholestérol 

et en sphingolipides qui séquestrent certaines protéines essentielles à la signalisation 

intracellulaire de ces voies comme les récepteurs aux neurotransmetteurs et hormones de 

croissance (Navarro et al., 2014; Strippoli et al., 2015; Wu et al., 1997). Ces rafts lipidiques 

participent aux phénomènes d’endocytose essentiels pour la neurotransmission, la 

transduction des signaux et la régulation de la dynamique membranaire (Simons and Toomre, 

2000). 

Il existe différents types d’internalisation de micro-domaines membranaires. 

L’internalisation de molécules à la membrane peut se faire par un mécanisme nécessitant 

l’invagination de microdomaines membranaires recouverts de protéines appelées clatherines, 

ou bien par d’autres mécanismes faisant intervenir, entre autre, les cavéoles.  

Des structures apparentées aux rafts lipidiques sont spécialisés dans l’invagination de la 

membrane plasmique, les cavéoles. Elles participent à de nombreuses fonctions comme 

l’endocytose ou la signalisation calciques (Parton and Simons, 2007). Les constituants 

majeurs des cavéoles sont les protéines de la famille de protéines de recouvrement : les 

cavéolines. Il existe trois cavéolines : Cav1, son homologue Cav2 et la protéine Cav3 qui est 

exprimée spécifiquement dans le muscle. Elles interagissent avec d’autres partenaires 

lipidiques  tels que les sphingolipides, phospholipides et phosphoinositides et protéiques tels 

que  PACSIN-2 (Senju et al., 2011), EHD2 (Ludwig et al., 2013) à la membrane pour former 

et organiser des nanodomaines impliqués dans l’invagination mais également dans 

l’élaboration de plateformes de signalisation (Simons and Toomre, 2000). En effet, la protéine 

Cav1 est responsable de l’internalisation de molécules de signalisation comme le récepteur à 

l’insuline (Nystrom et al., 1999), à l’EGF (Couet et al., 1997) ou encore au TGF-b (Strippoli et 
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al., 2015) en interagissant directement avec eux. Les cavéoles ont été également associées à 

la signalisation des MAP et Src kinases, AKT ou Rho (Parton and Simons, 2007).  

Alors que chaque cavéole contient environ 144 molécules de cavéolines les molécules de 

cholestérol sont cent fois supérieures, indiquant l’importance de ce lipide pour le maintien et 

le fonctionnement de ces structures (Ortegren et al., 2004). Des cellules surexprimant Cav1 

augmentent le niveau de cholestérol dans les cavéoles ainsi que son export de la cellule, à 

l’inverse des souris déficientes pour Cav1 présentent une diminution du métabolisme du 

cholestérol (Wang et al., 2014). De plus, il a été démontré que Cav1 co-immunoprécipite avec 

le transporteur de cholestérol ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1). La réduction 

d’expression de Cav1 dans des macrophages entraine une réduction de l’efflux de cholestérol 

de la cellule dépendant d’ABCG1 (Gu et al., 2014).  

 

2.3. Cavéolin-1 et SMN 

Une étude a démontré que les protéines SMN et Cav1 peuvent s’associer. Des 

évènements cellulaires aboutissant à des expansions membranaires augmentent l’interaction 

entre ces deux protéines. La fonction de cette interaction a été abordée dans le chapitre 

1.5.3.2. Par ailleurs, des protéines impliquées dans l’endocytes dont Cav1 sont prédominantes 

dans les analyses de gènes capables de modifier l’expression de SMN (Gabanella et al., 

2016). D’autre part, il a été observé que dans un modèle sévère d’ASI, le système 

d’endocytose à la jonction neuromusculaire est dérégulé, suggérant une implication éventuelle 

de la protéine SMN dans le bon fonctionnement des cavéoles et des réarrangements du 

cytosquelette (Kong et al., 2009).  

 

2.4. Mécanismes d’internalisation de l’IGF-1R 

Il a été démontré que l’internalisation du récepteur à l’IGF-1 pouvait se faire par des 

mécanismes d’endocytose clathrine ou cavéoline-dépendants. L’endocytose la plus étudiée 

est sans doute l’endocyte clathrine dépendante. Lorsque le récepteur ou molécule « cargo » 

est reconnu à la membrane, des complexes adaptateurs cytosoliques «adaptine » vont 

recruter un réseau de protéines composé essentiellement de protéine de clathrine pour former 

une « cage de clathrine » autour des molécules cargo. Une fois recouverte de cette « cage de 

clathrine », la membrane plasmique s’invagine et  forme une structure vésiculaire qui va être 

libérée dans la cellule (McMahon and Boucrot, 2011). 

Plus récemment, les cavéoles ont été identifiées comme médiateurs de l’internalisation du 

récepteur à l’IGF-1R. La phosphorylation de la cavéoline-1 induit l’internalisation du récepteur. 

Le récepteur actif internalisé est ensuite libéré de son ligand pour être soit dégradé soit recyclé 

à la membrane (Salani et al., 2010). 
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3. Le Cholestérol 

Les lipides sont des molécules hydrophobes qui sont majoritairement représentés par les 

acides gras, les triglycérides, les phospholipides ou le cholestérol. Ces molécules participent 

à diverses fonctions cellulaires essentielles comme la formation de la membrane cellulaire, la 

synthèse d’hormones stéroïdes ou encore le métabolisme énergétique. En tant que 

composant majeur des membranes chez les eucaryotes supérieurs, le cholestérol intervient 

dans la genèse d’une barrière semi-perméable entre les compartiments cellulaires et la 

régulation de la fluidité membranaire. Il agit également dans la transduction de signaux 

transmembranaires (Huang et al., 2016; Luchetti et al., 2016).  

  

3.1. La molécule 

La découverte de la molécule du cholestérol remonte à plus de 200 ans. C’est en 1758 

que le français François Poulletier de La Salle identifie une forme solide des calculs biliaires. 

Puis M.E Chevreul publie son étude sur ce qu’il nomme la « substance cristallisée des calculs 

biliaires humains ». En 1928, l’allemand Adolf Windaus établit la structure moléculaire du 

cholestérol et enfin en 1964, Bloch et Lynen élucident sa biosynthèse et son métabolisme. Le 

prix Nobel de médecine de 1985 est décerné à Goldstein et Brown pour la découverte du mode 

de contrôle du métabolisme du cholestérol et l’identification des gènes qui en sont 

responsables.  

Figure 20: Représentation des différents mécanismes d'internalisation. Un premier système 
d’endocytose dépend de puits membranaires recouverts d’un manteau de protéine clathrine qui forme 

une cage autour de la molécule cargo et facilite son internalisation. Un autre mécanisme repose sur 
des microdomaines membranaires, les cavéoles contenant, notamment la protéine Cav1. Suite à la 
phosphorylation de la Cav1, la molécule cargo est internalisée (McMahon and Boucrot, 2011). En 
respect du droit d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 

Figure 21: Structure chimique du cholestérol. La molécule de cholestérol possède 27 carbones dont le 
3ème possède un groupement hydroxyl. 
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Le cholestérol est une molécule possédant une structure unique formée de quatre cycles 

carbonés désignés par les lettres A, B, C, et D. Il est composé au total de 27 carbones, dont 

le numéro 1 du cycle A sert de départ pour la nomenclature des autres.  

Le cholestérol est intégré à la famille des stérols car il provient de la combinaison d’un 

alcool et d’un stéroïde. Il possède en effet un groupement hydroxyl–OH sur le carbone 3 (C3) 

qui constitue la tête polaire hydrophile de cholestérol. Cette fonction peut néanmoins subir une 

estérification par un acide gras qui a pour conséquence de rendre la molécule insoluble dans 

l’eau. Cette forme estérifiée appelée stérides permet de transporter ou stocker le cholestérol 

au sein des cellules, en particulier dans le foie, la moelle épinière et le cerveau.  

 

3.2. Synthèse du cholestérol 

La synthèse de cholestérol nécessite une vingtaine d’étapes successives ayant lieu 

principalement dans le réticulum endoplasmique. De même que pour la synthèse de plusieurs 

lipides, elle débute par la condensation d’acetyl-CoA et d’acetoacetyl-CoA grâce à l’enzyme 

HMG-CoA Synthase.  

 

L’étape suivante est limitante et irréversible, il s’agit de la réduction en mévalonate d’HMG-

CoA grâce à deux molécules de NADPH, la réaction est catalysée par la 3-hydroxy-3-

méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMGCR).  

 

 

 

 

 

Figure 22: Première étape de la voie de biosynthèse du cholestérol. 
Condensation d'acetyl-CoA et Acetoacetyl-CoA en hydroxymethylglutaryl-CoA 
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Par la suite, le mévalonate subit une double phosphorylation nécessitant 2 molécules 

d’ATP, puis la Squalene Synthase catalyse la condensation de deux molécules de farnesyl 

pyrophosphate en squalène avec la réduction de NADPH. C’est ensuite plusieurs réactions 

qui aboutissent à la cyclisation du substrat pour obtenir le produit lanostérol.  

A partir du lanostérol, deux voies de réactions peuvent aboutir à la synthèse de cholestérol. 

La voie de Bloch et de Kandutsch-Russel. Ces deux voies sont parallèles, elles ont la même 

séquence de réaction, sauf celle d’entrée et de sortie. Dans la voie de Kandutsch-Russel, la 

chaîne latérale est réduite par l’enzyme 3-hydroxysterol 24-reductase (DHCR24) en début 

de réaction pour la voie de Kandutsch-Russel tandis qu’elle l’est en fin de réaction pour la voie 

de Bloch.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Deuxième étape de la voie de biosynthèse du 
cholestérol. Réduction en mévalonate d'HMG-CoA, réaction 

nécessitant 2 molécules de NADPH 
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La voie de Bloch aboutit à la formation de cholestérol en réduisant la double liaison du 

carbone C-24 du desmostérol. La voie de Kandutsch-Russel aboutit à la formation de 

cholestérol en transformant le 7-déhydrocholestérol en cholestérol.  

 

3.3. Cholestérol dans le SNC 

Le poids du cerveau est constitué à plus de la moitié par des lipides, suggérant l’importance 

de ce type de molécules pour le développement, le fonctionnement et le maintien de cet 

organe. Parmi les lipides, le cholestérol dans le système nerveux central (SNC) représente 

25% du cholestérol total alors qu’il n’est responsable que de 3% de la masse totale du corps. 

Le développement du cerveau nécessite une importante réserve de cholestérol afin, 

notamment, de myéliniser les axones des neurones. Après la naissance, le système nerveux 

central va devoir augmenter fortement la synthèse de ce stérol afin de poursuivre la croissance 

axonale, et la synaptogénèse. On estime que la production post-natale de cholestérol est 

quatre fois supérieure à la période de grossesse (Björkhem and Meaney, 2004).  

Au niveau périphérique, l’apport en cholestérol est assuré par deux mécanismes : soit une 

capture par la cellule du cholestérol circulant dans le sang au sein de lipoprotéines issus d’une 

synthèse hépatique soit par une synthèse de novo intracellulaire. Le système nerveux central 

ne peut pas fonctionner sur ce modèle puisque la plupart des lipoprotéines sont incapables de 

traverser la barrière hématoencéphalique. Ainsi, le cerveau ne dispose comme seul apport en 

cholestérol une synthèse de novo assurée majoritairement par les astrocytes et 

oligodendrocytes (Nieweg et al., 2009). 

 

3.3.1. Synthèse du cholestérol dans le SNC 

Certaines études suggèrent que les neurones perdraient, au cours du développement, leur 

capacité à synthétiser le cholestérol afin de dédier leur métabolisme vers d’autres fonctions 

telle que la transmission nerveuse (Dietschy and Turley, 2004; Pfrieger, 2003). En effet, in 

vitro, les astrocytes et les oligodendrocytes synthétisent deux à trois fois plus de cholestérol 

Figure 24: Les voies de biosynthèse de Bloch et de Kandutsch-Russel permettant  à la formation de cholestérol 
L’entrée dans la voie de biosynthèse de Kandutsch-Russell est catalysée par l’enzyme DHCR24 tandis que cette 

même enzyme catalyse la dernière réaction de la voie de Bloch (Zerenturk et al,. 2013) En respect du droit 
d'auteur et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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que les neurones, ce qui leur permettrait de dédier une partie de leur production à 

l’approvisionnement des neurones (Saito et al., 1987). Les neurones contiennent 

majoritairement des précurseurs du cholestérol appartenant à la voie de Kandutsch-Russel, 

comme le 7-dehydrocholestérol (7-DHC) et le lathostérol tandis que les astrocytes contiennent 

des précurseurs de la voie de Bloch come le desmostérol (Nieweg et al., 2009). Les neurones 

et les astrocytes utiliseraient donc différentes voies de biosynthèse du cholestérol. Une étude 

consistant à étudier le devenir de précurseurs radioactifs du cholestérol a démontré que 40% 

des espèces radioactives ont été incorporées dans le lanostérol pour les neurones tandis que 

pour les astrocytes la majorité des espèces radioactives ont été incorporées dans le 

cholestérol (Nieweg et al., 2009). Les neurones synthétiseraient préférentiellement le 

lanostérol plutôt que le cholestérol.  

Les astrocytes, oligodendrocytes et neurones ne possèdent pas les mêmes équipements 

enzymatiques de la voie de biosynthèse du cholestérol. Le niveau d’expression des enzymes 

Squalene Synthase (SQS) et NAD(P)-dependant steroid dehydrogenase-like (NSDHL) est 

significativement plus bas dans les neurones que dans les astrocytes chez le rat. De plus, une 

diminution de la concentration en cholestérol induit une augmentation de l’expression des 

enzymes SQS et NSDHL de manière plus importante dans les astrocytes que les neurones et 

une augmentation d’expression de l’enzyme DHCR24 n’est mesurée que dans les astrocytes 

(Nieweg et al., 2009). Ces résultats démontrent qu’il existe un profil d’expression des enzymes 

de la biosynthèse du cholestérol différent entre les astrocytes. Les astrocytes semblent 

répondre plus efficacement à une modification de l’homéostasie du cholestérol dans le SNC. 

Comme les neurones renouvellent environ 20% de leur contenu en cholestérol chaque jour 

(Nieweg et al., 2009), des mécanismes de régulation de la production et de transport de 

cholestérol doivent être finement régulés entre cellules gliales et neurones (Dietschy and 

Turley, 2004; Nieweg et al., 2009). 

 

3.3.2. Les oxystérols dans le SNC 

Une accumulation de cholestérol cellulaire entraine la formation d’oxystérols 

(Björkhem, 2009). Les oxystérols sont produits par l’oxydation du cholestérol à la fois de 

manière spontanée par auto oxydation ou par une réaction d’oxydation catalysée 

majoritairement par des enzymes à cytochrome P450. La durée de vie de ces dérivés oxydés 

est relativement courte et leur concentration est très faible par rapport au cholestérol lui-même. 

Cependant, ils exercent de nombreuses fonctions de régulation, signalisation et de transport. 

L’oxydation des chaines latérales stéroïdes du cholestérol rend les oxystérols polaires, 

ce qui facilite leur transport à travers les membranes. Ainsi, alors que le cholestérol dépend 

de transporteurs pour entrer ou sortir des cellules, les oxystérols peuvent quitter les cellules 
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sans avoir recours aux transporteurs et s’affranchissent ainsi des mécanismes de régulation 

métabolique. Il existe plusieurs oxystérols particulièrement impliqués dans la régulation de 

l’homéostasie du cholestérol : le 25-hydroxycholestérol (25-OHC), 24S-hydroxycholestérol 

(24-OHC) ou le 27-hydroxycholestérol (27-OHC) (Björkhem, 2013; Björkhem et al., 1998; 

Brzeska et al., 2016) 

 

3.3.2.1. Signalisation dépendante des oxystérols 

Les oxystérols peuvent moduler l’homéostasie sur cholestérol selon trois mécanismes : 

en interagissant  avec les SREBPs, en activant le récepteur nucléaire Liver-X-Receptor (LXR) 

ou en entrainant une dégradation des enzymes impliquées dans la synthèse de cholestérol. 

Le 25-hydroxycholestérol, qui présente un groupement hydroxyl-OH sur le carbone 25, 

peut se fixer sur la protéine Insig, qui va s’associer à Scap et retenir le complexe 

Scap/SREBP2 dans le réticulum endoplasmique pour inhiber la translocation du facteur de 

transcription dans le noyau et donc la transcription des enzymes HMGCR et DHCR24 

(Radhakrishnan et al., 2007).  

Les LXR ont été les premiers récepteurs identifiées pour les oxystérols (Janowski et 

al., 1996). Ce sont des récepteurs nucléaires qui lient l’ADN en formant un hétérodimère avec 

un autre récepteur nucléaire : le Retinoic-X-Receptor (RXR). Il existe deux isoformes LXR et 

LXR qui ne sont pas exprimées de la même manière dans tous les tissus. Le sous-type 

dominant LXR est exprimé majoritairement dans le foie mais également dans l’intestin, les 

reins et les surrénales. Le LXRb est plus largement exprimé dans tous les tissus (Bookout et 

al., 2006). Les LXR peuvent être activés par des ligands endogènes comme les dérivés oxydés 

du cholestérol (oxystérols), les précurseurs du cholestérol (i.e. desmostérol) ou des stérols 

végétaux (Janowski et al., 1999; Oberkofler et al., 2003; Spann et al., 2012) qui se fixent sur 

le ligand-binding domain (LBD). La fixation de ses ligands sur le LBD entraine un changement 

de conformation du récepteur qui diminue l’affinité du LXR pour les protéines co-repressives 

de la transcription (NCOR1 et NCOR2) et augmente l’affinité pour les protéines co-activatrices 

(Nuclear receptor co-activator 1 et activating signal co-integrator 2) et initie l’activation 

transcriptionelle d’un gène (Jakobsson et al., 2012). Les gènes cibles de l’hétérodimère 

LXR/RXR sont essentiellement ceux impliqués dans la modulation de l’homéostasie du 

cholestérol (ABCA1, ApoE, LDLR) mais également dans le recrutement des macrophages, 

l’apoptose ou la myélinisation du SNC (Hong and Tontonoz, 2014; Lee and Tontonoz, 2015; 

Meffre et al., 2015).   
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Figure 25: Régulation transcriptionnelle par l'hétérodimère LXR/RXR. En absence de ligand, le LXR est associé à un complexe 
qui réprime la transcription du gène sur lequel il est fixé. La fixation d’un ligand entraine la levée de l’inhibition et le 

recrutement d’un complexe activateur de la transcription (Schulman, 2017). En respect du droit d'auteur et de la propriété 
intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 

 

 

Dans le cadre du contrôle de l’homéostasie du cholestérol, l’activation du LXR va 

favoriser la transcription de protéines favorisant l’efflux du cholestérol : les « ATP binding 

cassette » A1 et G 2 (ABCA1 et ABCG1), et la protéine Idol qui est une E3 ligase dégradant 

le récepteur aux LDL (LDLR). Par conséquent, le surplus de cholestérol est exporté de la 

cellule par les transporteurs ABCA1 et ABCG1 tandis que l’apport est diminué par la 

dégradation des LDLR pour restaurer l’homéostasie du cholestérol (Pfeifer et al., 2011).  

Lorsque le cholestérol est en excès, la production d’un autre oxystérol : le 27-

hyroxycholestérol, est accrue. Un mécanisme de rétrocontrôle se met en place : cet oxystérol 

est impliqué dans la régulation de HMGCR sans passer par la voie SREBP2 mais par une 

dégradation de l’enzyme par la machinerie de dégradation du réticulum endoplasmique 

(ERAD), ce qui va avoir pour conséquence de diminuer l’activité enzymatique globale et donc 

réduire la voie de biosynthèse (Lange et al., 2008) 

 

 

3.3.3. Transport du cholestérol dans le SNC   

Les astrocytes synthétisent et chargent le cholestérol dans des complexes lipido-

protéiques apparentés aux high density lipoprotéines (HDL) retrouvées en périphérie. Ces 

complexes sont formés d’apolipoprotéines, de cholestérols et de phospholipides. L’ApoE est 

l’apolipoprotéine la plus exprimée du cerveau (Dietschy and Turley, 2004), qui peut se fixer 

sur des récepteurs de la famille des Low Density Lipoprotein Receptor (LRP) pour internaliser 

le cholestérol. Parmi ces récepteurs, le LRP1 semble être celui qui possède la plus grande 

capacité de transport pour ApoE. Des délétions du gène Lrp1 dans des neurones ont d’ailleurs 

été associées à une neuro-dégénérescence (Lane-Donovan et al., 2014). Une fois le ligand 

fixé au récepteur, le cholestérol est ensuite endocyté pour être libéré dans la cellule, où il est 

adressé à la membrane ou alors stocké sous forme estérifiée par l’enzyme ACAT. 

 

 

3.3.4. Elimination du cholestérol dans les neurones 

Dans les neurones, si la quantité de cholestérol dépasse le seuil limite, le cholestérol 

est oxydé en 24-OHC par l’enzyme à cytochrome P450 CYP46A1 (Björkhem et al., 1998). Cet 
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oxystérol a plusieurs fonctions. Premièrement, la molécule de cholestérol ne pouvant pas 

traverser la barrière hématoencéphalique et rejoindre la circulation sanguine pour être éliminé 

par le foie, il est transformé en 24-OHC qui, lui est capable de traverser cette barrière. D’autre 

part, il existe un dialogue entre astrocytes et neurones pour réguler l’homéostasie du 

cholestérol neuronal.  L’excès de cholestérol dans les neurones est transformé en 24-OHC, 

qui va exercer un rétrocontrôle sur le chargement de molécules de cholestérol sur les 

lipoprotéines (Apo-E) par les astrocytes. Comme décrit dans le chapitre 4.3.2.1, la fixation du 

24-OHC sur le LXR va activer la transcription de gènes impliqués dans l’efflux du cholestérol 

(ABCA1, ABCAG1, ApoE), ce qui permet d’augmenter la disponibilité du cholestérol circulant 

dans le SNC et d’approvisionner ainsi les neurones (Chen et al., 2013; Karasinska and 

Hayden, 2011).  

 

 

 

 

 

 

Le niveau de 24-OHC dans le plasma sanguin ainsi que celui du liquide 

céphalorachidien pourrait constituer un bon indicateur du renouvellement du cholestérol 

cérébral (Lund et al., 2003).  

 

 

3.4. Stockage 

Figure 26: Dialogue entre les astrocytes et les neurones. L’excès de cholestérol neuronal est oxydé en 24-OHC par 
l’enzyme CYP46A1  qui agit sur les astrocytes en se fixant sur le LXR. L’activation du LXR entraine l’augmentation 
d’expression des protéines ApoE et ABCA1 qui vont enrichir les lipoprotéines ApoE en cholestérol pour permettre 

d’approvisionner les neurones en cholestérol (D’après Karasinska and Hayden, 2011).  
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Quand la quantité de cholestérol présent dans la membrane plasmique dépasse un seuil 

limite, l’enzyme Acetyl-CoA Acetyltransferase (ACAT-1) assure l’estérification du surplus en 

esters de cholestérol qui constituent une forme inactive de stockage de la molécule (Chang et 

al., 2009). Il semblerait que ce soit préférentiellement le cholestérol provenant des membranes 

plasmiques qui soit estérifié.  

 

3.5. Régulation de la synthèse 

Si l’on considère l’importance du cholestérol pour le bon fonctionnement des cellules, les 

mécanismes qui assurent le maintien de son homéostasie se doivent être nombreux et 

efficaces. Cette régulation fait intervenir plusieurs protéines « senseurs » qui ont pour rôle de 

d’évaluer si la cellule est un excès ou un déficit de cholestérol et d’induire les réponses 

cellulaires adéquates. Les mécanismes de régulation agissent à différents niveaux, aussi bien 

sur les enzymes responsables de la synthèse du cholestérol que sur son import/export ou 

encore sa transformation en ester afin de le stocker.  

Il existe un flux constant de cholestérol entre la membrane plasmique et celle du réticulum 

endoplasmique (Das et al., 2014), permettant  aux protéines « senseurs » d’établir si la 

concentration de la membrane plasmique est suffisante. Des variations de la concentration en 

cholestérol de la membrane plasmique peuvent induire des variations vingt fois supérieures 

dans le RE en raison du niveau de cholestérol maintenu très bas dans cette organelle, 

permettant une réponse cellulaire rapide (Radhakrishnan et al., 2008).  

 

3.5.1. La voie SREBP2 

Les acteurs principaux de l’homéostasie du cholestérol sont les facteurs de 

transcription « sterol regulatory element-binfing proteins » (SREBPs) qui comprennent 

SREBP1a et SREBP1c, issus de l’épissage du gène SREBF1 et SREBP2 qui est codé par le 

gène SREBF2. Tandis que SREBP2 est spécialement impliqué dans la régulation de la 

synthèse de cholestérol, SREBP1c régule la synthèse d’acides gras (Horton et al., 2003) et 

SREBP1a intervient sur les deux voies (Shimano et al., 1996). Il existe sur le promoteur de 

plusieurs enzymes de la voie de biosynthèse du cholestérol dont HMGCR et DHCR24, des 

éléments de réponses Sterol Regulatory Element (SRE) au facteur de transcription SREBP2 

permettant de réguler leur transcription suite à des variations de l’homéostasie du cholestérol 

(Lloyd and Thompson, 1995). 

Les SREBPs sont associés via leur domaine C-Terminal avec les domaines WD40 

répétés de la protéine Scap juste après leur synthèse dans le réticulum endoplasmique (Sakai 

et al., 1997). Scap possède 8 domaines transmembranaires ancrés dans le RE ainsi qu’un 

domaine « senseur » de stérol (SSD).  
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Dans un contexte d’excès de cholestérol, la protéine Insig fixe le domaine SSD de Scap 

et séquestre le complexe Scap/SREBP dans le réticulum endoplasmique, empêchant son 

transport vers le Golgi puis vers le noyau et aboutissant à l’inhibition de l’activité de SREBP2 

(Yang et al., 2002). Radhakrishnan et coll, ont évalué que le transport de SREBP2 du RE vers 

le Golgi était aboli si la quantité de cholestérol dépassait 5% de la quantité de lipides totale 

(Radhakrishnan et al., 2008). 

A l’inverse, si la concentration en cholestérol chute, SREBP2 n’est plus séquestré par 

Insig, est transporté vers l’appareil de Golgi où il subit deux clivages pour être adressé au 

noyau où il fixe un SRE qui active la transcription de gènes responsable de la synthèse de 

cholestérol tels que HMGCR, DHCR24 et SQLE ainsi que de son import avec le gène LDLR. 

(Brown and Goldstein, 1997; Brown et al., 2002; Najem et al., 2016; Zerenturk et al., 2012a).  

 

 

 

L’activation ou l’inactivation de la voie SREBP est donc essentiellement dépendante 

de l’interaction entre les protéines Insig et Scap qui est très finement contrôlée par le taux de 

cholestérol présent dans la membrane du réticulum endoplasmique.  

 

 

3.6. Stockage de cholestérol 

Quand la quantité de cholestérol présent dans la membrane plasmique dépasse le seuil 

limite, outre les mécanismes de régulations présentés, des enzymes assurent l’estérification 

du surplus en esters de cholestérol qui sont une forme inactive de stockage de la molécule. 

(Chang et al., 2009). Il semblerait que ce soit préférentiellement le cholestérol provenant des 

membranes plasmiques qui soit estérifié.  

 

3.7. L’enzyme DHCR24 ou Seladin-1 

L’enzyme 3-hydroxysterol24-reductase est une oxidoreductase flavine adenine 

dinucleotide dépendante (FAD), impliquée non seulement dans le métabolisme du cholestérol 

mais également dans la réponse au stress oxydatif et à l’inflammation (Crameri et al., 2006; 

Greeve et al., 2000; Kuehnle et al., 2008).  

L’identification du gène chez l’homme a été faite en 2000 dans la maladie d’Alzheimer par 

l’équipe de M.Nitshch (Greeve et al., 2000). Dans leur article, les auteurs ont cherché à 

identifier des gènes de susceptibilité pour la maladie dont l’expression était altérée dans des 

Figure 27: Balance d'activation de SREBP2 en fonction de la concentration 
en cholestérol (Radhakrishnan et al., 2008). En respect du droit d'auteur 
et de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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régions du cerveau post-mortem de patients atteints de la maladie. Ils ont découvert que le 

niveau d’expression de DHCR24 était diminué dans les neurones présents dans les lobes 

temporaux inférieurs, qui sont particulièrement affectés dans la maladie d’Alzheimer (Greeve 

et al., 2000). C’est pour cette raison que l’enzyme possède également le nom de Selective 

Alzheimer Disease Indicator 1 (Seladin-1). C’est en 2001 qu’une autre équipe (Waterham et 

al., 2001), rapportent que des mutations faux-sens de l’enzyme DHCR24 sont responsables 

de l’apparition d’une maladie rare liée à une perturbation du métabolisme du cholestérol, la 

desmostérolose. Cette maladie caractérisée par des taux anormalement élevé de desmostérol 

dans tout l’organisme, a une incidence dramatique sur le développement, ce qui aboutit à des 

malformations, des microcéphalies et qui engage le pronostic vital très tôt après la naissance 

(Waterham et al., 2001). 

Des souris invalidées génétiquement pour l’enzyme DHCR24 présentent très peu de 

cholestérol dans le plasma ainsi que dans tous les tissus et une accumulation de desmostérol. 

Ces animaux sont 25% plus petits que les contrôles meurent rapidement après la naissance 

en raison d’une dermopathie associée à une rétention d’eau dans la peau (Mirza et al., 2006, 

2008).  

Le gène DHCR24 code pour un transcrit de 9 exons. L’expression de la protéine est 

ubiquitaire mais elle est fortement exprimée dans les glandes surrénales, le foie, les poumons, 

le pancréas, la prostate et le tissu nerveux, en particulier la moelle épinière (Greeve et al., 

2000). DHCR24 est une protéine de 60kDa, qui contient un domaine FAD très conservé 

essentiel pour son activité enzymatique.  

Les prédictions de structure indiquent que la partie N-Terminale de la protéine constituerait 

le domaine transmembranaire et que la partie C-Terminale serait dans le cytoplasme pour 

laisser un libre accès aux substrats.  

 

 

 

3.7.1. Fonctions de la protéine DHCR24 

Dans la biosynthèse du cholestérol, DHCR24 peut avoir 2 substrats : le lanostrérol 

qu’elle réduit en di-hydrocholestérol pour rentrer dans la voie de Kandutsch-Russel ou le 

desmostérol, dernier intermédiaire de la voie de Bloch, avant de former le cholestérol. 

Cependant, bien que ces substrats aient une affinité bien moindre, DHCR24 peut intervenir 

Figure 28: Structure de la protéine DHCR24 et son ancrage dans la membrane du 
réticulum endoplasmique. Il existe des domaines de liaison pour les protéines MDM2 et 
P53 sur la partie cytoplasmique de la protéine ainsi qu’un domaine FAD impliqué dans 

l’activité enzymatique de DHCR24 (Kuehnle et al., 2008). En respect du droit d'auteur et 
de la propriété intellectuelle, ce contenu a été retiré de cette version 
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dans la réduction de n’importe quel intermédiaire de la voie de biosynthèse contenant la double 

liaison C24.25 (Bae and Paik, 1997). 

De plus en plus d’études attribuent à l’enzyme DHCR24, des fonctions de protection 

contre le stress oxydant. Les mécanismes n’ont pas été clairement identifiés mais il semblerait 

que cette réponse puisse se faire de trois manières différentes. 

Dans une condition de stress oxydant sévère, l’expression de l’enzyme est augmentée 

et va induire une production plus importante de cholestérol. Ce cholestérol ainsi produit va 

pouvoir rejoindre les membranes et favoriser leur dynamique en recrutant les composants des 

rafts lipidiques (Crameri et al., 2006). Ces micro-domaines membranaires sont impliqués dans 

la réponse au stress oxydatif. En effet, la signalisation des  voies anti-apoptotiques Akt et ERK 

est dépendante d’une bonne concentration en cholestérol dans la membrane plasmique (Li et 

al., 2006; Yang et al., 2006a). Ainsi, DHCR24 protège la cellule du stress oxydant en stimulant 

la voie de biosynthèse du cholestérol qui va permettre d’activer des voies de signalisation 

impliquées dans la réponse anti-apoptotique (Kuehnle et al., 2008). 

L’enzyme DHCR24 est également capable de transformer directement le peroxyde 

d’oxygène via sa fonction oxydo-réductrice, bien que l’efficacité de cette enzyme soit cinq fois 

inférieure à l’enzyme la catalase, spécialisée dans cette élimination (Lu et al., 2008a).  

Enfin, il existe dans la séquence de la protéine, un domaine de liaison pour la protéine 

suppresseur de tumeur P53 ainsi que pour l’ubiquitine ligase mouse double minute 2 homolog 

(mdm2) qui interviennent dans la réponse oncogénique et au stress oxydant. En 2004, Wu et 

coll., ont démontré que l’expression de DHCR24 était augmentée en cas d’activation de 

l’oncogène Ras mais également en condition de stress oxydant et de manière indépendante 

de l’activité enzymatique. Cette surexpression induirait une interaction favorisée entre P53 et 

DHCR24 tout en diminuant l’action de l’ubiquitine ligase mdm2 sur P53. Par conséquent, P53 

va s’accumuler et initier l’arrêt du cycle cellulaire protégeant ainsi la cellule d’un 

développement cancéreux (Wu et al., 2004). Les réponses au stress oxydant sont également 

corrélées à la localisation subcellulaire de la protéine. La localisation de la protéine à l’état 

basal est périnucléaire (dans la membrane du réticulum endoplasmique) mais se concentre 

dans le noyau après un stress oxydant ou oncogénique (Wu et al., 2004). 

 

Une autre fonction neuro-protectrice être attribuée à cette enzyme, celle de protection 

contre la mort cellulaire par apoptose. Pendant les phases d’apoptoses, DHCR24 peut servir 

de substrat pour la caspase 3 car elle dispose de deux sites de clivage protéolytiques. Un 

variant de DHCR24 issu du clivage apoptotique produit une protéine de 40kDa cytoplasmique 

qui pourrait promouvoir la survie cellulaire en inhibant caspase 3 (Greeve et al., 2000). 
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Enfin, une étude visant à identifier de nouvelles protéines liant les ARN (RBP), a révélé 

que DHCR24 se fixer sur des séquences d’ARN messagers, suggérant son implication 

éventuelle dans la régulation des ARN (Castello et al., 2012). 

 

3.7.2. Régulation de DHCR24 

La protéine DHCR24 peut être régulée au niveau de sa transcription. Il existe sur le 

promoteur de DHCR24 la présence de deux site Sterol Regulatory Element (SRE) en -300 et 

-100 sur lesquels le facteur de transcription SREBP2 peut se fixer pour transactiver le gène 

en coopération avec les co-facteurs Sp1 et NF-Y (Zerenturk et al., 2012a). Ainsi, de même 

que pour l’enzyme HMGCR, SREBP2 va détecter une chute du taux de cholestérol 

membranaire qui va entrainer son clivage et son entrée dans le noyau pour activer la 

transcription des gènes responsables de la biogénèse du cholestérol. D’autre part, le 

promoteur de DHCR24 est également sujet à des méthylations et acétylations sur les histones 

régulant le degré d’activation de la transcription (Drzewinska et al., 2011). Enfin, des stéroïdes 

sexuels comme les œstrogènes et androgènes sont des régulateurs positifs de DHCR24 car 

ils peuvent fixer des récepteurs nucléaires sur le promoteur du gène qui régulent son activité 

(Benvenuti et al., 2005; Luciani et al., 2008).  

Au niveau post-traductionnel, l’oxystérol 24(S),25-epoxycholestérol est capable 

d’inhiber l’activité de l’enzyme DHCR24 sans affecter la quantité de protéine. Cet oxystérol qui 

n’est pas synthétisé directement à partir de cholestérol possède une structure proche du 

desmostérol. Il entraine une accumulation de desmostérol dans les cellules traitées, en entrant 

probablement en compétition avec l’un de substrat naturel de l’enzyme (Zerenturk et al., 

2012b).  

 

3.8. Cholestérol et neuropathologies 

 

3.8.1. Cholestérol dans la maladie de Parkinson 

La maladie de Parkinson est une maladie souvent sporadique, caractérisée par une 

neurodégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la substance noire. Le 

diagnostique de la maladie est réalisé suite à l’apparition des trois signes cardinaux : un 

tremblement au repos, une bradykinésie et une rigidté musculaire. 

Bien que des perturbations des niveaux de cholestérol aient été rapportées chez des 

patients atteints de la maladie, le déficit n’est pas clairement établi. En effet, plusieurs études 

se contredisent sur les résultats obtenus, dépendant vraisemblablement des cohortes de 

patients et des régions analysées.  
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Il semblerait cependant que les oxystérol formés depuis l’auto-oxydation du cholestérol 

et par réaction enzymatique pourraient jouer un rôle prépondérant de la pathogénèse de la 

maladie. Des études in vitro ont montré que des niveaux élevés d’oxystérols 24-OHC et 27-

OHC induisent une augmentation de l’agrégation de l’-synucleine (Bosco et al., 2006) et la 

mort cellulaire par apoptose (Rantham Prabhakara et al., 2008).  

 

3.8.2. Cholestérol dans la maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer est une démence neurodégénérative responsable d’environ 

70% des troubles démentiels diagnostiqués en France. Elle est caractérisée par une altération 

des fonctions cognitives principalement causée par un dépôt de la forme soluble du peptide 

amyloïde (A) qui est issu du clivage protéolytique de la protéine amyloid precusor protein 

(APP) par l’-sécrétase (Olsson et al., 2003). L’un des facteurs de susceptibilité génétique 

pour cette maladie concerne l’homéostasie du cholestérol.  

L’ApoE est l’apolipoprotéine la plus répandue dans le SNC. Elle possède 3 isoformes (E2, E3 

et E4) qui sont impliquées dans plusieurs mécanismes dont le transport des lipides. L’ApoE 

peut également lier l’ A pour former un complexe qui est internalisé par les cellules pour être 

ensuite transporté et dégradé dans les lysosomes (Tokuda et al., 2000). Cependant, l’isoforme 

E4, est connue pour diminuer l’efficacité de dégradation de l’ A (Deane et al., 2008; LaDu et 

al., 1994).  

L’isoforme E4 est surreprésentée chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. 

Par conséquent, l’A n’est pas correctement éliminé et s’accumule. A terme, l’ A précipite et 

Tableau 3: Résumé des différentes études ayant relaté un lien entre les taux de stérols (cholestérol et 
oxystérol) et la maladie de Parkinson (Doria et al. 2016). 
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forme des plaques d’ A, caractéristiques de la maladie (Huynh et al., 2017; Mahley and Rall, 

2000).  

D’autre part, des études ont révélé des diminution de 24-OHC dans le plasma et le 

fluide cérébrospinal de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Bretillon et al., 2000; Kölsch 

et al., 2004). Cartier et coll. ont démontré que dans l’hippocampe de souris mimant la maladie 

d’Alzheimer il y a une chute du 24-OHC ainsi que de l’expression de l’enzyme catalysant sa 

transformation à partir du cholestérol, la CYP46A1. Restaurer l’expression de la CYP46A1 

permet non seulement de retrouver des niveaux de 24-OHC semblables aux souris contrôles 

mais également de contrer les déficits cognitifs classiquement observés dans ce modèle 

(Burlot et al., 2015).  

Les oxystérols seraient capables de modifier l’élimination de l’ A en agissant sur 

l’expression du transporteur ABCA1 au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE) qui 

stimulerait l’évacuation de l’ A vers la périphérie (Gosselet et al., 2014). De plus, l’activation 

du LXR par les oxystérols peut moduler l’expression des enzymes responsables du clivage de 

l’APP (Schweinzer et al., 2011). 

 

3.8.3. Cholestérol dans la maladie d’Huntington  

La maladie d’Huntington est une maladie d’origine génétique et caractérisée par 

l’expansion d’une répétition du trinucléotide CAG dans le gène codant pour la protéine 

huntingtin (HTT) aboutissant progressivement à une neurodégénérescence des neurones du 

striatum. Des études ont démontré des dérégulations de l’homéostasie du cholestérol et 

cherchent à cerner son implication dans la maladie (Boussicault et al., 2016; Leoni et al., 2011; 

Valenza et al., 2007, 2015).  

Parmi ces dérégulations, nous pouvons citer une altération de la biosynthèse du 

cholestérol et une réduction de la production de 24-OHC (Leoni et al., 2008, 2011; Valenza et 

al., 2005). Dans certaines régions du cerveau comme le noyau caudé et dans des neurones 

en culture, une accumulation de cholestérol dans la membrane a été rapportée (del Toro et 

al., 2010).  

Pour expliquer ces altérations, plusieurs mécanismes ont été proposés. L’expression 

de la protéine huntingtin mutée dans des cellules ST14A entraine une altération du processus 

de clivage de SREBP et donc de la régulation de l’homéostasie du cholestérol (Harjes and 

Wanker, 2003; Valenza et al., 2005). Dans le cerveau post-mortem de patients atteints de la 

maladie d’Huntington, les niveaux d’expression des enzymes impliquées dans la biosynthèse 

du cholestérol HMGCR, 7-dehydrocholestérol reductase ou encore CYP51 sont diminués 

(Valenza et al., 2005). La diminution de leur expression serait responsable d’une chute de la 

production de cholestérol. Une diminution de la synthèse de cholestérol serait responsable de 
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l’inhibition de l’efflux de la molécule afin de maintenir l’homéostasie. La protéine huntingtin 

mutante inhibe l’expression de l’enzyme HMGCR, ce qui entraine une chute de la production 

de cholestérol. Par conséquent, les neurones diminueraient l’expression de l’enzyme 

CYP46A1 qui oxyde le cholestérol en 24-OHC afin de compenser la chute de la synthèse de 

cholestérol, ce qui entrainerait une accumulation de cholestérol à la membrane. Une étude 

visant à rétablir l’expression de l’enzyme CYP46A1 dans le striatum de souris mimant la 

maladie d’huntington a démontré que cela permettait non seulement de restaurer des niveaux 

normaux de cholestérol et ses intermédiaires mais que cela permet d’induire une 

neuroprotection. Ces travaux démontrent ainsi que restaurer le métabolisme du cholestérol 

dans un contexte de neuro-dégénérescence, peut être bénéfique (Boussicault et al., 2016). 

 

3.8.4. Cholestérol dans la sclérose latérale amyotrophique 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie caractérisée par une 

neurodégénérescence progressive des motoneurones et dont les origines sont très 

hétérogènes. Plusieurs études portent sur la recherche de nouveaux biomarqueurs sensibles 

au développement de la maladie afin de pouvoir ajuster les thérapies et identifier de nouvelles 

cibles pharmacologiques. Des analyses du métabolisme lipidique ont permis d’identifier 

plusieurs molécules qui pourraient servir de biomarqueurs. Le métabolisme du cholestérol 

semble prometteur car plusieurs études dirigent leurs recherches vers des molécules liées à 

cette voie de biosynthèse. Notamment, la diminution d’ester de cholestérol pourrait moduler le 

stress oxydant dans les motoneurones  de souris mimant la SLA (Cutler et al., 2002). D’autre 

part, l’enzyme CYP27A1 qui catalyse une des première étape de la transformation de 

cholestérol en acide biliaire et donc le produit est l’oxystérol 27-hydroxycholestérol est 

présentée comme un gène de susceptibilité pour la SLA (Diekstra et al., 2012). Plus 

récemment, une équipe a relevé des niveaux de cholestérol plus élevé dans le liquide céphalo-

rachidien  (LCR) de patient atteint de SLA que chez des patients sains. De plus, l’analyse des 

produits d’efflux du cholestérol cérébral comme le (25R)26-hydroxycholesterol sont eux, 

réduits dans le CSF. Ces résultats indiqueraient que les patients de SLA seraient incapables 

d’excréter correctement l’excès de cholestérol du système nerveux central (Abdel-Khalik et al., 

2017). 
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Problématique 
 

L’une des thématiques majeures de recherche du laboratoire porte sur l’étude des 

effets de l’exercice physique dans des modèles de pathologies neurodégénératives. Il a été 

démontré que des protocoles d’entrainement physique sont bénéfiques dans des modèles 

murins de sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Deforges et al., 2009) et d’amyotrophie 

spinale infantile (ASI) (Grondard, 2005; Biondi et al., 2008; Chali et al., 2016). En effet, 

soumettre des souris mimant la SLA à un entrainement de nage (Deforges et al., 2009) ou des 

souris mimant l’ASI à des entrainements de course (Grondard, 2005) réguliers permet de 

prolonger la durée de vie des souris malades et d’induire une neuro-protection des 

motoneurones de la moelle épinière. Dans l’ASI, l’exercice physique a permis d’augmenter 

l’expression de la protéine SMN, responsable de la maladie (Grondard, 2005). Plus 

récemment, l’étude des mécanismes potentiellement impliqués dans l’amélioration du 

phénotype des souris ASI a permis d’identifier une dérégulation dans la balance d’activation 

des voies de signalisation AKT/CREB et ERK/Elk-1 (Biondi et al., 2008, 2010). Dans la moelle 

épinière et les muscles des souris ASI de type 2, la voie de signalisation ERK/Elk-1 est activée 

tandis que la voie AKT/CREB est inhibée. Le protocole d’exercice physique a induit une 

modification de la balance d’activation de ces voies de signalisation au profit de l’activation 

d’AKT/CREB et l’inhibition de la voie ERK/Elk-1. Ces évènements moléculaires ont conduits à 

l’augmentation de la fixation de CREB et à la diminution de la fixation de Elk-1 sur le promoteur 

du gène SMN2 et à l’augmentation de l’expresion de SMN (Résultats non-publiés). 

La pratique de l’exercice physique est connue pour augmenter le niveau circulant de 

l’hormone de croissance IGF-1 (Scheinowitz et al., 2003). Le récepteur à l’IGF-1 est connu 

pour moduler l’activité des voies de signalisation AKT/CREB, ERK/Elk-1 (D’Mello et al., 1997; 

Lu et al., 2008b). De plus, plusieurs travaux ont démontré que l’IGF-1 est l’un des médiateurs 

de la survie neuronale en activant les cascades intracellulaires liée au récepteur IGF-1R, 

notamment AKT (Neff et al., 1993; Ozdinler and Macklis, 2006). Par ailleurs, Holzenberger et 

coll. ont démontré que la diminution de l’expression de l’IGF-1R chez la souris contrôle 

prolonge l’espérance de vie et induit des effets neuroprotecteurs (Holzenberger et al., 2003). 

Enfin,des études ont montré des altérations de la signalisation de l’IGF-1 dans l’’ASI. Dans 

des biopsies de muscles patients SMA de type I, les niveaux d’expression de l’IGF-1R sont 

augmentés par rapport à des patients contrôle et restent inchangés suite à une augmentation 

du taux d’IGF-1 circulant (Millino et al., 2009).  

L’ensemble de ces données ont orienté nos recherches sur l’implication de la voie de 

l’IGF-1 dans la pathologie de l’ASI d’une part et dans les effets bénéfiques de l’exercice dans 
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l’ASI d’autre part. Nous avons cherché à identifier le rôle de l’IGF-1R dans la modulation des 

voies de signalisation AKT/CREB et ERK/Elk-1 et le contrôle de l’expression de SMN.  

Pour aborder ces questions, nous avons analysé l’effet d’une invalidation partielle du 

récepteur à l’IGF-1R dans le modèle murin ASI mimant une amyotrophie spinale de type 2 

(Hsieh-Li et al., 2000) en croisant les souris invalidées partiellement pour l’IGF-1R (Igf1r +/-) 

avec les souris ASI (Smn/, hSMN2). Nous avons d’abord évalué les modifications 

phénotypiques et histologiques des souris ASI invalidés partiellement pour l’IGF-1R (Smn/, 

hSMN2, Igf1r +/-) par rapport aux souris ASI (Smn/, hSMN2, Igf1r +/+). Puis, nous avons 

décrypté les mécanismes moléculaires liés au changement dans la balance d’activation des 

voies AKT et ERK suite à la réduction de l’expression de l’IGF-1R.  

La transduction du signal liée à la fixation de l’IGF-1 sur son récepteur repose 

grandement sur l’intégrité de la membrane plasmique et l’élaboration de plateformes de 

signalisation (Lu et al., 2008b). Une déplétion en cholestérol membranaire est délétère pour la 

signalisation de l’IGF-1R. En effet, une étude a montré in vitro qu’une diminution du cholestérol 

membranaire ou une diminution d’expression de la protéine Cav-1 entrainent (1) une 

diminution de la co-localisation de l’IGF-1R avec Cav-1 et (2) une chute de la phosphorylation 

d’AKT (Lu et al., 2008b). Dans le SNC, le cholestérol joue un rôle crucial pour la survie, la 

croissance et signalisation neuronale (Funfschilling et al., 2012). Son homéostasie nécessite 

donc d’être parfaitement régulée afin de ne pas perturber le fonctionnement cellulaire. Des 

altérations de l’homéostasie du cholestérol sont d’ailleurs souvent associées à des pathologies 

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Giudetti et al., 2016) ou d’Huntington 

(Leoni et al., 2011). 

A ce jour, aucune étude de l’homéostasie du cholestérol et son implication dans l’ASI 

n’a été réalisée. Nous nous sommes donc interrogés sur l’implication de l’homéostasie du 

cholestérol dans la pathogénèse de l’ASI. 

Pour y répondre, nous avons d’abord évalué les niveaux de cholestérol et des 

intermédiaires participant à sa synthèse dans la moelle épinière du modèle murin mimant une 

amyotrophie spinale de type 2 ainsi que dans le sérum de patients ASI. Nous avons mis en 

évidence une diminution de la concentration en cholestérol et une altération du niveau de 

plusieurs métabolites associés au cholestérol dans la moelle épinière. Nous avons cherché à 

comprendre l’origine de ces dérégulations. Pour cela, nous avons analysé la chaine de 

production et de régulation du cholestérol dans la moelle épinière de souris ASI et in vitro dans 

des fibroblastes de patients ASI type 1.  

Nous avons mis en évidence que la réduction d’expression de l’IGF-1R permet 

d’activer la voie AKT/CREB et d’inhiber la voie ERK/Elk-1. Ce changement d’activation des 

voies intracellulaires est associé à une augmentation de l’expression de SMN. De plus, nous 

avons identifié que les niveaux d’expression de plusieurs enzymes de la voie de biosynthèse 
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du cholestérol sont augmentés dans la moelle épinière de souris ASI (Smn/, hSMN2, Igf1r 

+/-). 

Nous nous sommes demandé si une modification de la voie de biosynthèse du 

cholestérol pouvait moduler l’expression de la protéine SMN. Pour répondre à cette question 

nous avons utilisé un modèle cellulaire de fibroblastes de patients ASI de type 1 et contrôles 

pour surexprimer ou inhiber l’enzyme DHCR24, qui est une enzyme clé de voie de biosynthèse 

du cholestérol. Nous ensuite analysé l’expression et la localisation de SMN dans ces cellules. 
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Résultats 

1. Article 1 

1.1. Introduction à l’article 1 

Il a été démontré qu’un protocole de course en une roue pendant 5 jours à partir du dixième 

jour post-natal prolongeait la durée de vie et la fonction motrice d’un modèle sévère 

d’amyotrophie spinale. L’exercice physique a induit neuro-protection des motoneurones qui 

est associée à une augmentation du taux d’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits provenant 

du gène SMN2 et ainsi de la quantité de protéine SMN complète produite (Grondard, 2005). 

Des études ultérieures ont mis en évidence une compétition dans l’activation des voies de 

signalisation MEK/ERK /Elk-1 et AKT/CREB et leur contrôle sur l’expression de SMN (Biondi 

et al., 2008, 2010, 2010). En effet, dans la moelle épinière des souris ASI, la voie 

MEK/ERK /Elk-1 est suractivée et réprime la transcription du transgène SMN2. L’exercice 

physique ou l’injection de NMDA active la voie CAMKII/AKT/CREB et augmente la 

transcription de SMN2 via la fixation du facteur de transcription CREB sur le promoteur de 

SMN (Branchu et al., 2013). 

Parmi les facteurs neurotrophiques, l’IGF-1 est connu pour son rôle dans la protection 

des motoneurones (Jiménez Garduño et al., 2017; Krieger et al., 2014; Lunn et al., 2015). Il 

se trouve que des altérations de la quantité d’IGF-1 ont été rapportées dans le muscle de 

patients ASI ainsi que dans des modèles murins (Millino et al., 2009; Murdocca et al., 2012). 

Par ailleurs, les niveaux d’expression du récepteur à l’IGF-1 sont surélevés dans l’ASI comme 

cela est observé dans le muscle de patients de souris ASI (Bosch-Marcé et al., 2011; Millino 

et al., 2009). Parmi les trois voies de signalisation sous l’IGF-1R (ERK/Elk-1, AKT/CREB, 

JAK/STAT), la cascade ERK/Elk-1 est spécifiquement activée dans la moelle épinière des 

souris ASI tandis que l’activation de la voie AKT/CREB est diminuée (Biondi et al., 2010; Millino 

et al., 2009). De plus, l’invalidation génétique partielle du gène codant pour l’IGF-1R a 

démontré, (1) un effet protecteur contre le stress oxydant chez la souris (Holzenberger et al., 

2003) et (2) une neuroprotection dans un modèle murin de la maladie d’Alzheimer (Cohen et 

al., 2009).  

Nous avons donc porté notre intérêt sur l’effet d’une invalidation génétique partielle du 

récepteur à l’IGF-1 sur les voies AKT/CREB et ERK/Elk-1 et sur l’expression de SMN. Pour ce 

faire, nous avons utilisé le modèle murin mimant une amyotrophie spinale de type 2 de Hsieh-

Li (Hsieh-Li et al., 2000), que nous avons croisé avec des souris hétérozygotes pour IGF-1R 

(Holzenberger et al., 2003) et analysé le phénotype de souris résultantes.  
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1.2. Conclusion de l’article 1 

Cet article a permis de démontrer que la réduction de l’expression de l’IGF-1R, 

indépendamment du taux circulant d’IGF-1, protège les motoneurones d’un modèle murin 

d’ASI de type 2.  En effet, le nombre de motoneurones a été significativement augmenté dans 

la moelle épinière lombaire des souris ASI Igf-1r +/-, ce qui a limité le retard de maturation de 

la jonction neuromusculaire classiquement retrouvée dans l’ASI. Ces résultats rejoignent ceux 

obtenus dans un modèle murin mimant la maladie d’Alzheimer démontrant que la réduction 

de l’expression de l’IGF-1R offre une protection contre la perte neuronale (Cohen et al., 2009). 

La surexpression de l’IGF-1R dans la moelle épinière des souris ASI, est responsable de la 

suractivation de la voie ERK/Elk-1 et de la répression de la transcription du transgène SMN2 

(Biondi et al., 2010; Branchu et al., 2013). Nous montrons que la réduction du niveau 

d’expression de l’IGF-1R est suffisante pour modifier la balance d’activation des voies de 

signalisation AKT/CREB et ERK/Elk-1. Nous rapportons une activation de la voie AKT/CREB 

et une réduction de l’activation de la voie ERK/Elk-1 dans le muscle et la moelle des souris 

ASI Igf1r +/-. L’activation résultante de CREB augmente sa fixation sur le promoteur du gène 

SMN2, à l’inverse nous rapportons une diminution de la fixation de Elk-1 sur le promoteur du 

gène SMN2. 

Ces évènements moléculaires aboutissent à une augmentation de l’expression de 

SMN uniquement dans les souris ASI Igf1r +/-. La réduction de l’IGF-1R chez les souris 

contrôles n’a pas modifié pas la balance d’activation des voies AKT/CREB et ERK/Elk-1 ni 

l’expression de la protéine SMN. Il semblerait donc qu’un changement dans le niveau 

d’activation des voies intracellulaires suite la diminution d’expression de l’IGF-1R soit 

dépendant de l’hyperactivation de la voie ERK/Elk-1 et la diminution d’activation de la voie 

AKT/CREB retrouvée dans l’ASI. L’augmentation de la fixation de CREB sur le promoteur du 

gène SMN2 est associée à une augmentation du taux de transcrits SMN ainsi que du taux 

d’inclusion de l’exon 7 dans ces transcrits. Il serait intéressant d’étudier les mécanismes 

moléculaires à l’origine de l’augmentation de l’épissage du transgène SMN2 suite à 

l’invalidation de l’IGF-1R.  

Cet article démontre l’implication du niveau d’expression de l’IGF-1R dans le contrôle 

sélectif de l’activation des voies de signalisation AKT/CREB et ERK/Elk-1 dans un contexte 

ASI et dans le contrôle du niveau d’expression de SMN. Ainsi, diminuer l’activation de la voie 

de l’IGF-1 pourrait constituer une voie thérapeutique pour protéger les motoneurones dans 

l’ASI. 

 

 



83 

2. Article 2 

2.1. Introduction à l’article 2 

Nous avons évalué les effets d’une réduction de l’expression du récepteur à l’IGF-1 

suite à un protocole d’entrainement physique ou par l’invalidation partielle du gène Igf-1r dans 

un modèle murin mimant une amyotrophie spinale de type 2 (Article 1). Ces deux conditions 

ont induit une augmentation de la durée de vie des souris ainsi que de leurs fonctions motrices, 

une neuro-protection des motoneurones et le rétablissement des voies de signalisations 

AKT/CREB et ERK/Elk-1. Ces effets sont également associés à une augmentation de la 

transcription du gène et de l’épissage des transcrits SMN2, cependant les mécanismes 

impliqués n’ont pas été élucidés.  

La transmission des signaux transmembranaires et l’activation des voies de 

signalisation reposent sur l’architecture de la membrane plasmique qui s’organise en micro-

domaines (Couet et al., 1997; Huang et al., 2016; Wu et al., 1997). En particulier, les cavéoles, 

riches en cholestérol sont indispensables pour la signalisation de voies dépendantes activées 

par des récepteurs membranaires tels que l’IGF-1R (Couet et al., 1997; Parton and Simons, 

2007; Strippoli et al., 2015). La protéine SMN est capable d’interagir avec une protéine 

présente dans les cavéoles : Cavéoline 1. Une déplétion en protéine SMN induit une altération 

de la dynamique de la membrane plasmique (Gabanella et al., 2016). Le cholestérol est 

nécessaire au développement du SNC, il intervient dans la croissance des neurites, la 

synaptogénèse ou la myélinisation des axones (Funfschilling et al., 2012; Pfrieger, 2003). Une 

perturbation de l’homéostasie du cholestérol est souvent associée à des pathologies 

neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, d’Huntington ou encore dans une 

maladie neuromusculaire, la sclérose latérale amyotrophique (Abdel-Khalik et al., 2017; 

Giudetti et al., 2016; Valenza et al., 2005). Par ailleurs, la restoration de la voie de biosynthèse 

du cholestérol présente des effets neuroprotecteurs tel qu’observé dans la maladie 

d’Huntington (Boussicault et al., 2016) ou d’Alzheimer (Crameri et al., 2006). 

A ce jour, aucune étude n’a fait de lien entre l’ASI et une perturbation de l’homéostasie 

ducholestérol. Ainsi, nous nous sommes intéressés à l’évaluation de l’implication du 

métabolisme du cholestérol dans la pathologie des amyotrophies spinales infantiles. Pour 

répondre à cette problématique nous avons utilisé le modèle murin mimant l’amyotrophie 

spinale de type 2 développé par l’équipe de H.Li qui présente une durée de vie de 12 jours en 

moyenne (Hsieh-Li et al., 2000) et des sérums de patients pour évaluer l’homéostasie du 

cholestérol et sa biosynthèse. Après avoir identifié les dérégulations de ce métabolisme nous 

avons cherché à savoir si une modulation de ce métabolisme était capable de moduler le 

niveau d’expression de la protéine SMN dans des fibroblastes de patients contrôles et ASI de 

type I.  
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ABSTRACT  

Spinal Muscular Atrophy (SMA), the leading genetic cause of death in childhood, is a 

neuromuscular disease, which is characterized by the selective loss of spinal motor neurons (MNs) due 

to the depletion of the survival of motor neuron (SMN) protein. However, SMA is not restricted to MNs. 

Indeed, SMN depletion is known to perturb the functioning of many cells and tissues, inside and even 

outside the nervous system, suggesting that still-to-be-discovered basic molecular mechanisms are 

commonly disrupted in SMA cells. In the present study, we report that cholesterol homeostasis is 

compromised in SMA. The concentrations of cholesterol and its derivatives are imbalanced in the spinal 

cord of type 2 SMA-like mice and in SMA patient’s serum. These defects concur with abnormal 

cholesterol enzyme expression levels in the spinal cord of three different SMA mouse strains and in 

SMA patient’s fibroblasts. Moreover, the upstream transcriptional regulation of cholesterol biosynthesis 

enzyme equipment is also affected by SMN depletion, with the expression of the sterol-regulated 

element binding protein 2 (SREBP2) transcription factor clearly impaired in SMA spinal cord. Most 

importantly, we indicate that DHCR24/Seladin-1, a key cholesterol biosynthesis enzyme, known for 

additional roles in oxidative stress regulation,, directly or indirectly controls SMN expression. We 

particularly found the nucleo-cytoplasmic traffic of DHCR24/Seladin-1, which was shown crucial for 

its regulation roles, altered in SMA mouse MNs. Furthermore, inhibiting DHCR24/Seladin-1 activity in 

control fibroblasts resulted in a significant SMN expression decrease at both transcriptional and protein 

levels. Most interestingly, restoring DHCR24/Seladin-1 expression in SMA patient cells led to 1) an 

increase in SMN mRNA steady state and protein levels, which were associated with an increase in 

DHCR24/Seladin-1 expression in the nucleus, 2) a significant increase in Gems number in the nucleus 

of transfected cells, suggesting the recovery of SMN function in RNA metabolism. Therefore, enhancing 

DHCR24/Seladin-1 could constitute a useful strategy to limit neurodegeneration in severe and mild 

forms of SMA.  

 

Keywords: Spinal Muscular Atrophy – DHCR24 – Cholesterol – Neuroprotection – Metabolism 
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Abbreviations: 

24OHC : 24-hydroxycholesterol 

BBB : Blood brain barrier 

CNS : Central Nervous System 

CYP51: cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 

DHCR24: 24-dehydrocholesterol reductase  

DHCR7: 7-dehydrocholesterol reductase 

GEMS: Gemini of coiled bodies 

HMGCR: hydroxy-methyl-glutaryl-Coenzyme A reductase 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases 

MN(s): Motor neuron(s) 

MVD: mevalonate diphosphate decarboxylase 

NSDHL: NAD(P) Dependent Steroid Dehydrogenase-Like 

Rock: Rho-associated protein kinases 

SMA: Spinal Muscular Atrophy  

SMN: Surival of Motor Neuron  

SQLE: Squalene monooxygenase 

SREBP2: Sterol Regulatory Binding Protein 2 
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INTRODUCTION. 

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is a very severe autosomal recessive disease in childhood, 

characterized by a specific loss of spinal motor neurons (MNs) leading to severe muscular weakness 

and irremediable death when vital muscles are affected (Crawford and Pardo, 1996). SMA is caused by 

mutation of the Survival-of-Motor-Neuron 1 (SMN1) gene (Lefebvre et al., 1995) leading to a deficiency 

in the expression of the Survival-of-Motor-Neuron (SMN) protein. All patients retain one or more copies 

of SMN2, a gene copy of SMN1, which modulates the disease severity by allowing only a small amount 

of full-length SMN transcripts and stable SMN protein to be produced (Lorson and Androphy, 2000). 

Indeed, the predominant SMN protein isoform encoded by SMN2 lacks its C-terminus domain because 

of the exon 7 skipping (Lorson and Androphy, 2000; Monani et al., 1999), which results in an unstable 

protein (Lorson and Androphy, 2000) that cannot oligomerize efficiently (Lorson et al., 1998). SMN 

being a ubiquitous-expressed protein involved in essential cell functions, such as mRNA splicing, 

maturation, transport and translation (Meister et al., 2002; Pellizzoni et al., 2002; Rossoll et al., 2003; 

Sanchez et al., 2013), SMA is not restricted to MNs, but induces alteration of many components of the 

sensory-motor system (Imlach et al., 2012; Mentis et al., 2011), and even outside the nervous system 

(Nash et al., 2016). These observations strongly suggest that common molecular mechanisms are 

disrupted following SMN depletion, with in the forefront several basic intracellular signaling pathways, 

including the MAPK pathway (Biondi et al., 2010; Millino et al., 2009), the Rho/Rock pathway 

(Bowerman et al., 2007) and the AKT pathway (Biondi et al., 2010). One common trait of all these 

signaling pathways is their dependence on the plasma membrane appropriate architecture with, in 

particular, the correct organization of caveolae, which are cholesterol-enriched membrane micro-

domains involved in receptor-mediated signaling (Navarro et al., 2014; Wu et al., 1997). Recently, SMN 

was shown to directly interact with CAVEOLIN-1, an essential caveolae protein, at the vicinity of the 

plasma membrane and SMN depletion altered plasma membrane dynamics (Gabanella et al., 2016). 

However, the cholesterol pathway status has never been investigated in SMA.  

Cholesterol is a crucial structural component of cell membranes and has important roles in the 

central nervous system (CNS), including synaptogenesis, dendrite outgrowth, vesicle transport and 
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exocytosis at synaptic levels (Funfschilling et al., 2012). Cholesterol content in the brain is about ten-

fold higher than in any other organ and represents about 25% of the total body cholesterol. It is mainly 

present in its unesterified form and distributed between myelin (70%), glial cells (20%) and neurons 

(10%). While peripheric cholesterol homeostasis is mainly dependent on dietary uptake, in the brain it 

essentially depends on de novo synthesis and recycling (Dietschy and Turley, 2001). The cholesterol 

cannot cross blood–brain barrier (BBB) but, in case of excess production, can be converted into more 

polar oxysterols in order to maintain the cholesterol homeostasis in the CNS. The conversion into the 

24S-hydroxycholesterol (24OHC), the most abundant oxysterol in the CNS (Lange et al., 1995; Meaney 

et al., 2002), leads to its excretion to plasma through the BBB, for further elimination by the liver. 

Perturbation of cholesterol metabolism is known to exert devastating effects on developing and adult 

neurons both in vivo and in vitro. Depending on the time point, this includes neural tube closure defects, 

holoprosencephaly, neuronal cell death, reduction of dendritic outgrowth, and the inhibition of dendritic 

and synaptic maturation (Haas and Muenke, 2010). In the adult brain, defects of cholesterol homeostasis 

are linked to neurodegenerative diseases, such as Niemann-Pick type C disease (Blanchette-Mackie et 

al., 1988), Alzheimer's disease (Vance, 2012) or even to general synaptic degeneration (Koudinov and 

Koudinova, 2005). 

The cholesterol biosynthesis pathway is an endoplasmic-reticulum multi-step pathway starting 

with condensation of acetyl-coenzymeA, proceeding to the formation of mevalonate and then to 

lanosterol. Lanosterol is the substrate of the two branches of the terminal biosynthesis pathway, one via 

zymosterol and desmosterol (Bloch pathway), and the other via zymosterol and lathosterol (Kandutsch-

Russel pathway) (Fig. 1). The tissue levels of intermediate sterols (lanosterol, lathosterol and 

desmosterol) reflect the rate of cholesterol synthesis (Mitsche et al., 2015). Actively participating in 

cholesterol homeostasis, the expression levels of key enzymes of the cholesterol biosynthesis are finely 

tuned, through transcriptional and post-transcriptional regulation. Indeed, the sterol-regulated element 

binding protein 2 (SREBP2) transcription factor activated upon low cholesterol concentration (Edwards 

and Ericsson, 1999; Yang et al., 1994), stimulates the expression of hydroxy-methyl-glutaryl-Coenzyme 

A reductase (HMGCR) and 24-dehydrocholesterol reductase (DHCR24)/Seladin-1 (Brown and 
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Goldstein, 1997; Zerenturk et al., 2012), which respectively catalyze the first and the last steps of the 

biosynthesis pathway. In addition, HMGCR expression is regulated by sterol-dependent alternative 

splicing. Indeed, high sterol level induces the skipping of HMGCR exon-13, which leads to a weak 

enzyme activity (Medina et al., 2011).  

Importantly, the expression of several genes involved in the cholesterol biosynthesis, including 

HMGCR, is reduced in post-mortem cortical tissue from Huntington Disease patients (Valenza et al., 

2005; Valenza et al., 2007). In addition, DHCR24/Seladin-1 expression is down-regulated in the brain 

of Alzheimer Disease patients (Greeve et al., 2000; Iivonen et al., 2002) and the up-regulation of 

DHCR24/Seladin-1 in neurons leads to the reduction of β-amyloid accumulation and apoptosis (Ishida 

et al., 2013).  

In the present study, we report that the expression levels of the main enzymes of the cholesterol 

biosynthesis pathway, including HMGCR and DHCR24/Seladin-1, are decreased in the spinal cord of 

severe and mild SMA mice as well as in SMA patient cells. These defects in SMA mice are associated 

with a reduction in cholesterol itself and with an imbalance in the concentration of several intermediate 

sterols, notably an accumulation of desmosterol, the DHCR24/Seladin-1 substrate producing 

cholesterol. More importantly, we unraveled an unexpected role of DHCR24/Seladin-1 in the control of 

SMN expression. Enhancing DHCR24/Seladin-1 expression in SMA patient cells resulted in a 

significant increase in SMN expression and, conversely, inhibiting DHCR24/Seladin-1 in wild-type 

cells induced a decrease in SMN expression. Taken together, the present data provide the first lines of 

evidence that restoring DHCR24/Seladin-1 function may be beneficial for SMA, regardless of disease 

severity. 
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MATERIAL AND METHODS 

SMA patient samples.  

Plasma from type 1 SMA patients aged between 3 and 15 months were collected in EDTA coated 

tubes according to the TROPHOS program and kindly provided by Brigitte Estournet. Plasma samples 

from non-SMA control patients aged between 3 and 15 months were collected from routine nutritional 

lipid follow-up (Clinical metabolic department PM2, Saint Antoine Hospital, AP-HP). 

Mice and treatment.  

The type 1 SMA-like mice (FVB/NRj-Smn-/-, huSMN2+/+) harboring two human SMN2 transgenes 

and knocked-down for the murine Smn purchased from The Jackson Laboratory and genotyped as 

previously described (Monani et al., 2000). Control mice were heterozygous knocked-out for Smn and 

harboring the human SMN2 transgene (Smn-/+, huSMN2+/+). The knock-out transgenic type 2 SMA-like 

mice (FVB/NRj-Smn7/7, huSMN2 +/-) derived from mice obtained from the Institute of Molecular 

Biology (Hsieh-Li et al., 2000) (Academia Sinica, Taipei, Taiwan). All SMA-like mice were standardize 

to a specific phenotype with a weight ranging from 3 to 4g at 8 days of age as previously described 

(Biondi et al., 2008). The control mice were heterozygous knocked-out for Smn and harboring the human 

SMN2 transgene (Smn+/7, huSMN2+/-). The knock-out transgenic type 3 SMA-like mice (FVB/NRj-

Smn7/7, huSMN2+/+) derived from mice obtained from the Institute of Molecular Biology (Hsieh-Li et 

al., 20002000) (Academia Sinica, Taipei, Taiwan). The control mice were heterozygous knocked-out 

for Smn and homozygous for the human SMN2 transgene (Smn+/7, huSMN2+/+). For the type 3 SMA-

like model mouse, only males were kept for experimentation to standardize the analyses. All the 

experiments were performed in a blind systematic manner to minimize bias. The care and treatment of 

animals followed the national authority (Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche, 

France) guidelines for the detention, use, and ethical treatment of laboratory animals.  

Plasmid cloning. 

Human DHCR24/Seladin-1 full length Coding sequence (NM_014762) was amplified by 

standard PCR techniques from reverse transcriptase (RT) product using Phusion® High Fidelity 
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DNA polymerase (Thermofisher) and cloned in BamHI and HindIII restriction site of the pFlag-

CMV2 vector (sigma). 

RT-qPCR analysis.  

Ventral lumbar spinal cord were homogenized using a TissueLyser system (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) while cells were homogenized using electrical potter in 1mL of TRIzol (Thermo Fisher 

Scientific, Villebon sur Yvette, France) to extract total RNAs. Each RNA sample was submitted to 

DNAse treatment using RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Charbonnieres les bains, France) and one 

microgram was reverse transcribed using an oligo dT15 primer with the ImpromII reverse transcription 

system (Promega) for tissue or Superscript III reverse transcription system for cell culture (Invitrogen).  

qPCR were performed with a standard protocol in SYBERGreen ROX Mix (Thermo Fisher 

Scientific) using a ABI Prism 7000 in a final mix volume of 7 µl. The primers (Eurofins Genomics, 

Ebersberg, Germany) sequences used to amplify selected cDNA are listed in supplementary table 1. The 

relative quantity of cDNA in each sample were determined on the basis of the threshold cycle for each 

PCR product (Ct) and the ∆∆Ct method was applied to establish fold change expression compared to 

the relative controls. 

Protein and Western blot analysis.  

Frozen pellets of human primary culture of type 1 SMA patient fibroblasts were homogenized in 

40µl of ice-cold lysis buffer (50 mM Tris HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP40, 5 mM 

EDTA, pH 8.0) for 2 wells of a 6 well plate while ventral lumbar spinal cord were homogenized in 20µl 

of ice-cold lysis buffer for 1 mg of tissue using electrical potter. Protein concentration of the clarified 

homogenate (+4°C, 10min, 17,000 rcf) was determined on all samples using the Lowry method (Lowry 

et al., 1951). Then, 10 µg protein samples for SMN, 40 µg for DHCR24/Seladin-1 or 80 µg for HMGCR 

and SREBP2 analysis of each homogenate were submitted to 10% (HMGCR and SREBP2) or 12,5% 

(SMN and DHCR24/Seladin-1) SDS-PAGE electrophoresis. Antibodies incubations were performed on 

PVDF membranes overnight at +4°C in 4% BSA, 0.05% Tween 20, and TBS, pH 7.4 with a polyclonal 

Seladin-1/DHCR24 rabbit antibody (10471-1-P, 1:1000, Proteintech, Manchester, UK), a polyclonal 

HMGCR rabbit antibody (sc-33827, 1:500, Santa Cruz biotechnology, Heidelberg, Germany) or 
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polyclonal SREBP2 rabbit antibody (ab28482, 1:1000, Abcam, Cambridge, UK), monoclonal SMN 

mouse antibody (610646, 1:5000, BDBiosciences, San José, USA), a polyclonal b-actin rabbit antibody 

(ab8227, 1:10.000, Abcam) or monoclonal a-tubulin mouse antibody (T6074, 1:10.000, Sigma). The 

following day, membranes were washed 3 times with TBS 0.1% Tween 20, and then incubated 1h at 

room temperature with either polyclonal goat anti-mouse antibody (1706516, 1:5000, Biorad) or 

polyclonal goat anti-rabbit antibody (111-035-003, 1:10000, Jackson Immunoresearch). 

Bound antibody complexes were revealed using the ECL system (GE Healthcare, France) and 

captured using a CCD camera and a bright wide-aperture FUJINONTM ImageQuant LAS 4000 (GE 

Healthcare). The optical density (OD) of each specific band was quantified with ImageJ, subtracted to 

the background and divided by the OD of corresponding endogenous control (β-actin or -tubulin) 

bands. The values were expressed as fold change compared to respective controls. 

Histological and immunohistofluorescence analysis.  

All spinal cord immunohistofluorescence analyses were performed on type 2 SMA-like mice and 

age matched controls at 12 days post-natal. Anesthetized animals were submitted to an intracardial 

perfusion of 10 mL of PBS solution at 0.5mL/min. Then, spinal cords were dissected and incubated 

overnight in a 4% formaldehyde solution diluted in PBS. The day after, spinal cords were washed twice 

with PBS with 0.01% of sodium azide. The lumbar part of the spinal cords (L1 to L5) were cut using a 

vibratome (VT-1000S, Leica Microsystems SAS, Nanterre, France) at 50µm thick cross sections.  

All sections were permeabilized for 30 min in TBS buffer with 1% Triton X-100 and 0.5% Tween 

20 and then incubated with either primary polyclonal Seladin-1/DHCR24 rabbit antibody (10471-1-AP; 

1:400; Abcam), polyclonal ChAT goat antibody (AB144P; 1:400; Millipore, Darmstadt, Germany), 

monoclonal GFAP mouse antibody (ab10062; 1:1000; abcam) or monoclonal Olig2 mouse antibody 

(MABN50; 1:1000; Millipore) overnight at 4°C in a blocking solution (TBS buffer with 1% Triton X-

100 and 0.5% Tween 20 supplemented with 4% of BSA). Then, sections were washed in TBS buffer 

with 1% Triton X-100 and 0.5% Tween 20 and incubated with, polyclonal Alexa Fluor 488-conjugated 

donkey anti-mouse (715-005-150; 1:400; Jackson ImmunoResearch), polyclonal Cy3-conjugated 

donkey anti-rabbit (705-025-003; 1:400; Jackson ImmunoResearch) and polyclonal Cy5-conjugated 
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donkey anti-goat (705-175-147; 1:400; Jackson ImmunoResearchEurope, Newmarket, UK) antibodies 

for 1h at room temperature in the blocking solution. Finally, the sections were washed in TBS and 

mounted in VECTASHIELD mounting medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). The 

staining specificity was checked on dedicated sections following the same experimental steps except the 

primary antibody incubation. 

For cell imaging, 72h after transfection, cells were washed three times in PBS 

solution, and then fixed in a 4% formaldehyde solution diluted in PBS for 20 min. Cells were then 

permeabilized for 20 min in a permeabilization solution (PBS buffer with 0.5% Triton X-100) and 

blocked in PBS solution with 10% of FBS. Fixed cells were then incubated with either primary 

polyclonal Seladin-1/DHCR24 rabbit antibody (10471-1-AP; 1:400; Abcam), polyclonal rabbit anti-

SMN clone 502 (1:400; obtained from Suzie Lefebvre, Paris, France) and monoclonal mouse anti-Flag 

M2 (F1804, 1:1000; Sigma) overnight at 4°C. The following day, cells were washed with PBS 0.5% 

Triton X-100 solution and incubated with and polyclonal Alexa488-conjugated donkey anti-rabbit (711-

545-152; 1:400; Jackson ImmunoResearch) and polyclonal Cy3-conjugated donkey anti-mouse (715-

025-150; 1:400; Jackson ImmunoResearch) antibodies for 2h at room temperature. The staining 

specificity was checked on dedicated wells following the same experimental steps except the primary 

antibody incubation. 

All counts, fluorescence intensity analyses and tinted images were performed using ImageJ 

software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Identical brightness, contrast, and color 

balance adjustments were applied to all groups.  

Microscopy.  

For all immunofluorescence, except the localization of Seladin/DHRC24 in motor neurons, 

images were collected with a CMOS camera (ORCA Flash 2.8, Hamamatsu Photonics France, Massy, 

France) mounted on a Zeiss AxioObserver microscope (Z1, Carl Zeiss SAS, Le Pecq, France) using the 

ZEN 2012 software (Carl Zeiss SAS) with 100 (X10 ZeissPlanNeoFluar NA 0.3), 200(X20 Zeiss EC-

Plan-Apo NA 0.8) and 630 (X63 Zeiss Plan-Apo Oil NA 1.4) magnifications. For the Seladin/DHCR24 

localization in motor neurons, the confocal images were collected with a LSM710 (Carl Zeiss SAS) 



94 

mounted on a Zeiss AxioImager Z2 microscope using the LSM ZEN Black software (Carl Zeiss SAS) 

with a 63 (X63 Zeiss Plan-Apochronat NA 1.4) magnification.  

Cell culture and plasmid transfection.  

Human immortalized culture of fibroblasts from type 1 SMA patients and control patients was 

kindly provided by Suzie Lefebvre (Renvoise et al., 2006). Fibroblasts cells were plated at 10.000 

cells/cm² in 6 wells plates at +37°C in 5% CO2 in DMEM Glutamax (Thermo Fisher Scientific) 

supplemented with 10% FBS, 1% sodium pyruvate, 1% Penicillin-Streptomycin. At 70% confluence, 

fibroblasts were transfected with turbofect (4µl per well) transfection reagent (Thermo Fisher Scientific) 

in an antibiotic-free growth medium with 400ng per well of either empty pFlag-CMV2 vector as a 

negative control or pFlag-DHCR24-CMV2 for 72h following manufacturer’s instructions. Transfection 

medium was then replaced by growth medium for 60h. For pharmacological inhibition of 

DHCR24/Seladin-1, fibroblasts were treated with MER/29 (kindly provided by Antonin Lamazière) at 

10µM for 48h as described in (Singh et al., 2013). Cells were harvested in cold PBS (Thermo Fisher 

Scientific) and centrifuged at 300g for 5min. Finally, supernatant was removed and pellet frozen at -

80°C.  

Gas-Chromatography Mass Spectrometry 

Total cholesterol, sterol precursor and oxysterol analysis were performed as previously described 

(Boussicault et al., 2016). This method was originally adapted from the ‘gold standard’ protocol 

(Dzeletovic et al., 1995) developed for oxysterol quantitation in order to minimize the formation of 

spontaneous autoxidation products. Briefly, 12 days old control and type 2 SMA-like mice lumbar spinal 

cords were weighed and homogenized with a TissueLyser II apparatus (Qiagen) in a 500µl PBS solution 

containing butylated hydroxytoluene (BHT, 50 mg/ml) and EDTA (0.5 M). Prior to extraction, a mix of 

internal deuterated standards for each sterol species was added. After alkaline hydrolysis, a 

trimethylsilyl derivatization was performed using 100µl of N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) 

(BSTFA) (Sigma). The trimethylsilylether derivatives of sterols and oxysterols were separated by gas 

chromatography (Hewlett-Packard 6890 series) in a medium polarity capillary column RTX-65 (65% 

diphenyl 35% dimethylpolysiloxane, length 30 m, diameter 0.32 mm, film thickness 0.25 mm; Restesk). 
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The mass spectrometer (Agilent 5975 inert XL) in series with the gas chromatography was set up for 

detection of positive ions. Ions were produced in the electron impact mode at 70 eV. They were 

identified by the scanning mode and quantified by selective monitoring of the specific ions after 

normalization and calibration with the appropriate internal and external standards [for more details see 

(Boussicault et al., 2016). 

Statistical Analysis 

All data are expressed as means and standard deviation (± SD) of n different mice or cultured cell 

samples for each group. For endpoint studies, a Kolmogorov–Smirnov normal distribution analysis was 

performed on all data followed by either Student’s t test for normally distributed data or a non-parametric 

Mann–Whitney U test, to verify significant differences between groups.(Prism 6, GraphPad Software, 

Inc). Statistical significance was considered when statistical power exceeds 95% in two-tailed 

calculation(P_0.05;AnaStats.fr,France).

  

Experimental Design 

All experiments based on mice were performed in a blind manner, with samples 

vials uniquely coded to replace pathological or control origins. The pathological 

background of the mice was further determined by both physiological criteria (body 

weight, size, and tail length) and a post-dissection genotyping. All cells experiment were 

performed on a randomized manner, on either control or SMA background.  
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RESULTS 

Cholesterol homeostasis is altered in SMA 

To evaluate the possible contribution of cholesterol metabolism in SMA pathogenesis, we 

performed a lipidomic analysis by GC-MS in spinal cord of type 2 SMA-like mice to measure 

cholesterol and specific sterol metabolites concentrations belonging to each branch of the 

cholesterol biosynthesis pathway (Fig. 1A). This included lanosterol, generated at the beginning 

of the cholesterol biosynthesis pathway, which constitutes the substrate of the two terminal 

branches of the pathway, 7-lathosterol, belonging to the Kandutsch-Russel pathway, and 

desmosterol, belonging to the Bloch pathway. Lipidomic analysis indicated an important 

decrease in cholesterol concentrations in SMA spinal cords compared to controls (Fig. 1B), 

along with a decrease of lanosterol and 7-lathosterol (Fig. 1C and D). Interestingly, the 

desmosterol, the last intermediate of cholesterol synthesis was accumulating in SMA spinal cord 

suggesting a defect in the last step of cholesterol synthesis (Fig. 1E). 

Therefore, in order to evaluate the cholesterol metabolism in SMA patients, we compared 

the level of circulating 24-OHC in serum samples from healthy subjects and severe type SMA 

patients. Interestingly, the GC-MS results revealed a tendency to a decrease in this oxysterol 

level in SMA compared to healthy subjects (Fig. 1F), suggesting that a perturbation of the 

cholesterol turn-over occurred in SMA patients.  

Altogether, these data suggest for the first time that the cholesterol biosynthesis pathway 

is altered in SMA. 

 

The expression levels of the main cholesterol biosynthesis enzymes are reduced in 

SMA.  

In order to understand the origin of the cholesterol depletion in SMA, we analyzed the 

expression of a set of genes involved in the cholesterol biosynthesis pathway in fibroblasts from 
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type 1 SMA patient and healthy controls. We focused on the main enzymes of the Bloch and 

Kandutsch-Russel pathways (Fig.1A), including HMGCR, mevalonate pyrophosphate 

decarboxylase (MVD), Squalene monooxygenase (SQLE), NAD(P) Dependent Steroid 

Dehydrogenase-Like (NSDHL), and DHCR24/Seladin-1. We found that most of these genes 

were significantly down-regulated in SMA compared to controls (Fig. 2A), with a huge 

decrease for HMGCR mRNA and for DHCR24/Seladin-1 mRNA and protein (Fig, 2A, B and 

C) which catalyzes one of the first and last steps of the cholesterol biosynthesis pathway, 

respectively. 

We next analyzed by RT-qPCR the expression profile of the same set of cholesterol 

biosynthesis genes in the spinal cord of type 2 SMA-like mice, compared to age-matched wild-

type controls. As indicated in Fig. 2D, all the tested genes displayed a significant decrease in 

their expression levels in SMA spinal cord compared to controls. Interestingly, we found similar 

results in the very severe type 1 SMA mice (Monani et al., 2000) (Supplementary Fig. 1A) and 

in the intermediate type 3 SMA-like mice (Tsai et al., 2006) (Supplementary Fig. 1B). 

Consistent with our previous results showing sterol intermediate decrease and desmosterol 

accumulation, both HMGCR and DHCR24/Seladin-1 expressions were strongly decreased in 

the spinal cord of type 2 SMA-like mice compared to age-matched wild-type controls at P12 at 

the transcriptional and protein levels (Fig. 2D, E, F, G and H). 

Since HMGCR activity is controlled by the alternative splicing of Hmgcr exon 13 and 

that abnormal splicing is expected in SMA MNs (Custer et al., 2016), we analyzed by RT-

qPCR the exon-13 splicing of Hmgcr mRNA. As shown in Fig. 2I, the ratio between Hmgcr 

mRNA without exon 13 and full-length Hmgcr mRNA is altered in the spinal cord of type 2 

SMA-like mice compared to controls suggesting a decrease in HMGCR activity through a 

decrease of its full-length expression and an increase in the proportion of inactive enzyme 

coding transcripts. 
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Taken together, these data suggested that the deregulation of the cholesterol biosynthesis 

pathway could represent a hallmark of SMA pathogenesis. 

 

The expression of SREBP2 is altered in SMA spinal cord.  

Since HMGCR and DHCR24/Seladin-1 expressions remained low in SMA spinal cord, 

despite a significant decrease in cholesterol concentration, we questioned whether SREBP2 

regulating pathway could be altered in SMA. We first looked at the levels of SREBP2 

expression in SMA and control mouse spinal cords. We found that SMA induced a significant 

decrease in Srebp2 mRNA expression levels (Fig. 3A). This decrease was correlated with a 

decrease in the full-length SREBP2 protein in SMA (Fig. 3B and C). However, the levels of 

cleaved SREBP-2 were equivalent to controls (Fig. 3B and D). These results suggest an increase 

in SREBP2 processing that is consistent with the low level of cholesterol in SMA. Nevertheless, 

this increase is not sufficient to increase HMGCR and DHCR24/Seladin-1 expression to the 

level of controls, as shown in Fig. 2D just above. 

Taken together, all these data suggest that the misexpression of SREBP2 may contribute to 

the alteration of the cholesterol biosynthesis pathway in SMA spinal cord.  

 

The sub-cellular distribution of DHCR24/Seladin-1 is altered in mouse SMA MNs.  

Since DHCR24/Seladin-1 down-regulation has been already linked to neurodegeneration 

in the brain (Greeve et al., 2000) and because its subcellular localization i.e. cytoplasm or 

nucleus, is thought to reflect different functions (Wu et al., 2004), we investigated the cellular 

and sub-cellular DHCR24/Seladin-1 distributions in the different spinal cells 

(oligodendrocytes, MNs and astrocytes) by immunohistochemistry in control and type 2 SMA-

like mice (Fig. 4A, B and C). At the cellular level, we indifferently observed a strong 

DHR24/Seladin-1 staining in oligodendrocytes (Fig. 4A), and in 90% of the MNs (Fig. 4B and 
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E), concurring to the situation reported in brain neurons (Valdez et al., 2010). At the sub-cellular 

level, in control spinal cords, DHR24/Seladin-1 appeared homogeneously distributed within 

the nucleus and cytoplasm in oligodendrocytes (Fig. 4A) and astrocytes (Fig. 3C). However, 

the localization of DHCR24/Seladin-1 in control MNs proved to be more complex, with an 

expression found to be either only nuclear (23% of MNs), only cytoplasmic (9% of MNs), or 

mixed nuclear/cytoplasmic (60% of the MNs) (Fig. 4D and E). Interestingly, in SMA spinal 

cord, while no difference could be recorded in oligodendrocytes and astrocytes when compared 

to controls (Fig. 4A and C), we found, in SMA MNs, an increase in the proportion of 

cytoplasmic and a decrease in the proportion of nuclear DHCR24/Seladin-1 expression (from 

9 % to 15 % and from 23 to 14 %, respectively) when compared to control MNs (Fig. 4E).  

All these data indicate a MN specific mislocalization of DHCR24/Seladin-1 in SMA, 

which suggests an alteration or an imbalance in DHCR24 functions in SMA MNs. 

 

DHCR24/Seladin-1 is involved in the control of SMN expression in physiological 

conditions. 

Besides its well-defined role in cholesterol biosynthesis pathway, DHCR24/Seladin-1 

participates in several other important regulating functions, including resistance to oxidative 

stress and apoptosis (Benvenuti et al., 2005; Greeve et al., 2000; Kuehnle et al., 2008). These 

functions are thought to be dependent on the nuclear translocation of DHCR24/Seladin-1 

(Battista et al., 2009), raising still unanswered questions about a potential role of 

DHCR24/Seladin-1 in the regulation of gene expression. These observations prompted us to 

investigate whether DHCR24/Seladin-1 could be involved in the regulation of SMN expression.  

We first investigated the effects of inhibiting DHCR24/Seladin-1 on SMN expression in 

healthy conditions. We found that the specific inhibition of DHCR/24Seladin-1 by Triparanol 

(MER/29) for 72h in wild-type cultured human fibroblasts, resulted in a significant reduction 
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of SMN mRNA (Fig. 5A) and protein expression (Fig. 5B and C). DHCR24/seladin-1 inhibition 

induced also a significant increase in the expression of HMGCR and DHCR24/Seladin-1 

mRNAs (Fig. 5D), suggesting a perturbation of the sterol content in the Triparanol-treated cells. 

Accordingly, an increase in the expression of SREBP2 mRNA was also recorded in the treated 

cells (Fig. 5E). 

These results provide the first lines of evidence indicating the involvement of 

DHCR24/Seladin-1 in the control of gene expression, as proved by SMN regulation in control 

cells. Additionally, this new function could occur by sterol dependent or independent 

mechanisms.  

 

DHCR24/Seladin-1 restoration promotes SMN expression in SMA Cells. 

We then asked whether the restoration of DHCR24/Seladin-1 expression in SMA cells could 

improve SMN expression. To answer this question, we transiently transfected cDNAs encoding 

the coding sequence of human DHCR24/Seladin-1, fused to a Flag tag at the N-terminus, in 

cultured fibroblasts from type 1 SMA patient, and analyzed the expression of SMN at the 

transcript and protein levels. Very interestingly, the DHCR24/Seladin-1 overexpression in 

SMA cells led to a significant improvement of SMN expression, both at the steady state levels 

of SMN transcripts (Fig. 6A) and at the SMN protein levels (Fig. 6B and C). The 

DHCR24/Seladin-1-induced increase in SMN expression was associated with a significant 

increase of DHCR24/Seladin-1 presence in the nucleus of the transfected cells (Fig. 6E and F).  

We finally questioned whether the DHCR24/Seladin-1-induced SMN expression was 

associated with an increased translocation of SMN in the nucleus, where SMN fulfills its major 

functions on RNA metabolism. To answer this question, we performed an 

immunocytochemistry aimed at detecting SMN in the Gemini of Coiled Bodies (Gems), which 

are small nuclear bodies in which SMN normally accumulates. Concurring with 
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DHCR24/Seladin-1-induced SMN expression, we expectedly recorded a significant increase in 

the number of Gems in the nucleus of SMA fibroblasts transfected with DHCR24/Seladin-1 

compared to non-transfected cells (Fig. 6G and H), suggesting that DHCR24/Seladin-1 

overexpression restored SMN functionality. 

Taken together, all these data unexpectedly indicate that DHCR24/Seladin-1 enhances SMN 

expression in SMA cells. Restoring DHCR24/Seladin-1 was sufficient to promote SMN 

expression, suggesting that DHCR24/Seladin-1 could be a therapeutic target for SMA. 
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DISCUSSION 

In this study, we revealed that cholesterol homeostasis is impaired in SMA with a significant 

reduction in cholesterol and an accumulation of its precursor desmosterol. This is associated 

with a decrease in cholesterol biosynthesis enzyme expression levels. Thus, a disruption of 

cholesterol homeostasis can be considered has a new hallmark of SMA pathophysiology. Most 

importantly, we provide here the first lines of evidence directly or indirectly implicating 

DHCR24/Seladin-1 in the control of SMN expression and is therefore an unexpected 

therapeutic target for fighting against SMA. 

Before its role in cholesterol biosynthesis was discovered and stated, DHCR24/Seladin-1 was 

initially shown to confer efficient resistance against β-amyloid accumulation (Greeve et al., 2000) and 

to promote neuroprotection (Peri and Serio, 2008) in Alzheimer’s disease. The potential role of 

DHCR24/Seladin-1 in neurodegeneration has been further substantiated by the evidence of its mis-

expression in a brain sample of Huntington disease (Samara et al., 2014). The structure homologies with 

oxidoreductases (Greeve et al., 2000) and numerous studies in different cellular systems of oxidative 

stress have gradually substantiated a role of DHCR24/Seladin-1 in regulating oxidative stress, oxidative 

stress-induced apoptosis, even in neurons (Benvenuti et al., 2005; Greeve et al., 2000; Kuehnle et al., 

2008). However, the molecular mechanisms underlying DHCR24/Seladin-1 neuroprotective role 

remained unclear. Here, we provide several lines of evidence for a new and unexpected role of 

DHCR24/Seladin-1 in the regulation of gene expression in SMA. Inhibiting DHCR24/Seladin-1 in wild-

type cells resulted in SMN gene expression decrease and, conversely, restoring DHCR24/Seladin-1 

expression in SMA cells resulted in its increase. Most importantly, the SMN-containing nuclear bodies 

called Gems are increased in the SMA cells in which DHCR24/Seladin-1 has been restored. One 

question that remains unclear is the potential link between DHCR24/Seladin-1 translocation in the 

nucleus and the accumulation of SMN in the Gems. The nuclear presence of DHCR24/Seladin-1 is 

significantly lower in SMA MNs, when compared to control MNs (Fig. 4E), and the DHCR24/Seladin-

1-induced increase of SMN paralleled its translocation in the nucleus (Fig 6E and F). These data may 
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suggest that the role of DHCR24/Seladin-1 in gene regulation, at least for SMN in SMA tissues, is 

dependent of its nuclear translocation, as already shown with oxidative stress and apoptosis (Wu et al., 

2004). Interestingly, since DHCR24/Seladin-1 has been identified as an mRNA binding protein 

(Castello et al., 2012), it could be speculated that DHCR24/Seladin-1 bind to SMN transcripts leading 

to an increase of its stability. Nevertheless, the localization of SMN in discrete nuclear structures, 

including Gems and Cajal bodies (CBs), is crucial for its role in ribonucleoprotein maturation and 

spliceosome formation and, besides, in the whole RNA metabolism (Liu and Dreyfuss, 1996; Meister et 

al., 2002; Pellizzoni et al., 2002; Rossoll et al., 2003; Sanchez et al., 2013). The present data, unraveling 

the impact of DHCR24/Seladin-1 misexpression on SMN expression and functioning, needs to be 

considered in a more general context in relation to neurodegeneration. Yet, the DHCR24/Seladin-1 

misexpression found in several neurodegenerative contexts including Alzheimer’s disease (Greeve et 

al., 2000) and Huntington Disease (HD) (Samara et al., 2014), would have far-reaching consequences 

for the regulation of gene expression than could have been thought previously. According to this 

hypothesis, recent studies pointed out alteration of the splicing machinery in HD (Fernandez-Nogales et 

al., 2016; Lewis and Smith, 2016).  

The most established role for DHCR24/Seladin-1 in eukaryotic cells is its role as 3β-

hydroxysteroid-Δ24 reductase in the cholesterol biosynthesis pathway. Cholesterol metabolism in the 

central nervous system (CNS) is independent from that in peripheral tissues due to blood-brain barrier, 

rending necessary for nervous cells including neurons, to harbor complete enzymatic equipment. Our 

lipidomic analysis in the spinal cord of SMA-like mice revealed a significant decrease in lanosterol and 

lathosterol, and increase in desmosterol levels. This intermediate sterol profile strongly concurs with a 

defect of DHCR24/Seladin-1 activity, which catalyzes the first and the last step of the Kandutsch-Russel 

and Bloch pathways, respectively. Importantly, the alteration of the cholesterol biosynthesis enzyme 

equipment was found in the spinal cord of all the SMA mouse strains tested, regardless of age (newborn 

or adult) and severity (severe or mild) of the disease. Thus, cholesterol disruption could be considered 

as a new hallmark of SMA physiopathology. In the other hand, improving cholesterol homeostasis, as 

expected following DHCR24/Seladin-1 restoration in SMA cells, is concomitant with an improvement 
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of SMN expression and functioning. Since the exact mechanism by which DHCR24/Seladin-1 controls 

SMN expression is still unknown and requires further investigations, a role of cholesterol itself cannot 

be excluded. Indeed, due to its crucial importance for cell functioning, the cholesterol status is 

continuously evaluated by molecular sensors, which, upon activation, trigger specific intracellular 

signaling pathways resulting in gene regulation. This is notably the case for the transcription factor 

SREBP2 when cholesterol is depleted and for oxysterol production, in excess cholesterol. Interestingly, 

we found that the expression pattern of SREBP2 is highly perturbed in SMA spinal cord, and that the 

main oxysterol produced by the CNS i.e. 24-OHC, is decreasing in SMA patient samples.  

Besides, the present data raise questions about the neurotoxic impact of cholesterol depletion. 

Cholesterol is an essential component of the plasma membrane, which depletion in neurons impairs 

synaptic vesicle trafficking and neurotransmission, leading to dendritic spine and synapse degeneration 

(Linetti et al., 2010; Liu et al., 2010; Liu et al., 2007). Cholesterol is notably required for the correct 

formation and maintenance of the neuromuscular junction (NMJ) (Stetzkowski-Marden et al., 2006), 

which alteration and disruption is a hallmark of SMA (Biondi et al., 2008; Kariya et al., 2008; Kong et 

al., 2009). More generally, in the cell membrane, cholesterol is a key component of lipid rafts, which 

represent important platforms for cell signaling. Interestingly, recent data have reported a role of SMN 

in membrane dynamics, notably at the level of the subset of lipid rafts called caveolae (Gabanella et al., 

2016). Thus, in the light of our present data, one can speculate that cholesterol homeostasis alteration 

would affect the lipid raft distribution ultimately contributing to a general perturbation of the 

intracellular signaling pathways, deprived of the necessary lipid rafts for signaling initiation (Wu et al., 

1997). According to this hypothesis, in Alzheimer’s disease as in SMA, two neurodegenerative diseases 

in which the cholesterol homeostasis is perturbed (Vance, 2012) (this study), the most important 

signaling pathway affected is the PI3K/AKT signaling (Biondi et al., 2010; Recabarren and Alarcon, 

2017), known to be initiated at the level of the lipid rafts in neurons (Asaki et al., 2003). Accordingly, 

the intracellular reactivation of the PI3K/AKT pathway in SMA is sufficient to activate SMN expression 

(Branchu et al., 2013). Thus, taken together, all these data strongly suggest that the cholesterol 

homeostasis perturbation, resulting from excess cholesterol, as in Alzheimer’s disease, or in cholesterol 
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depletion, as shown in SMA, contribute the neurodegeneration, at least partly by disorganizing the 

membrane signaling platforms and the signaling pathways that are initiated at their vicinity. 

Consequently, improving cholesterol homeostasis could represent a promising way for limiting 

neurodegeneration.    

Most of the therapies developed to fight against SMA are designed to increase the expression 

levels of SMN protein in patients. Yet, therapeutic trials based on gene or antisense-oligonucleotide 

therapy are underway by intrathecal injections. These approaches are mainly designed for the severe 

type SMA patients, whose SMN expression is very low, and only targeting the correction of SMN 

expression in the spinal cord. These limitations lead to the absolute requirement of additional therapies, 

which could 1) be used in synergy with therapies focused on SMN restoration, 2) be beneficial for less 

severe patients, often diagnosed when the therapeutic window for SMN-promoting therapies has passed 

and 3) alleviate SMA symptoms in all organs targeted by SMA and not only spinal cells. That disruption 

of the cholesterol metabolism participating in SMA pathogenesis, regardless of the disease severity, was 

completely unanticipated as was the role of DHCR24/Seladin-1 in the regulation of SMN expression. 

Enhancing DHCR24/Seladin-1 expression in SMA cells holds the promise of providing both SMN-

dependent and SMN-independent therapies, by improving SMN expression, on the one hand, and 

cholesterol homeostasis, on the other. 

 

ACKNOWLEDGEMENTS 

The authors wish to thank Dr. Suzie Lefebvre for fruitful discussions and her help for the 

cultures of human fibroblasts.  The authors want to thank C. Mader and central animal facility 

of the faculty of basic and biomedical sciences and J-M Petit and the Imaging plateform of the 

faculty). L.H. is the recipient of fellowship from the “Ministère de la Recherche et de la 

Technologie”. 

 



106 

FUNDING 

These studies were supported by the Institut National pour la Santé et la Recherche Médicale 

(INSERM) and Université Paris Descartes. 

 

SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Supplementary Table 1: List of primers used for RT-qPCR 

Supplementary Figure 1: The expression levels of the main cholesterol biosynthesis enzymes are 

reducted in severe and mild SMA-mice models. 

Supplementary Data 1: Full-length blots  

 

REFERENCES 

Asaki, C., Usuda, N., Nakazawa, A., Kametani, K., Suzuki, T., 2003. Localization 

of translational components at the ultramicroscopic level at postsynaptic 

sites of the rat brain. Brain Res. 972, 168-76. 

Battista, M.C., Roberge, C., Martinez, A., Gallo-Payet, N., 2009. 24-

dehydrocholesterol reductase/seladin-1: a key protein differentially 

involved in adrenocorticotropin effects observed in human and rat adrenal 

cortex. Endocrinology. 150, 4180-90. 

Benvenuti, S., Luciani, P., Vannelli, G.B., Gelmini, S., Franceschi, E., Serio, M., 

Peri, A., 2005. Estrogen and selective estrogen receptor modulators exert 

neuroprotective effects and stimulate the expression of selective 

Alzheimer's disease indicator-1, a recently discovered antiapoptotic gene, 

in human neuroblast long-term cell cultures. J Clin Endocrinol Metab. 90, 

1775-82. 

Biondi, O., Grondard, C., Lecolle, S., Deforges, S., Pariset, C., Lopes, P., 

Cifuentes-Diaz, C., Li, H., della Gaspera, B., Chanoine, C., Charbonnier, 

F., 2008. Exercise-induced activation of NMDA receptor promotes motor 

unit development and survival in a type 2 spinal muscular atrophy model 

mouse. J Neurosci. 28, 953-62. 

Biondi, O., Branchu, J., Sanchez, G., Lancelin, C., Deforges, S., Lopes, P., Pariset, 

C., Lecolle, S., Cote, J., Chanoine, C., Charbonnier, F., 2010. In vivo 

NMDA receptor activation accelerates motor unit maturation, protects 

spinal motor neurons, and enhances SMN2 gene expression in severe 

spinal muscular atrophy mice. J Neurosci. 30, 11288-99. 



107 

Blanchette-Mackie, E.J., Dwyer, N.K., Amende, L.M., Kruth, H.S., Butler, J.D., 

Sokol, J., Comly, M.E., Vanier, M.T., August, J.T., Brady, R.O., et al., 

1988. Type-C Niemann-Pick disease: low density lipoprotein uptake is 

associated with premature cholesterol accumulation in the Golgi complex 

and excessive cholesterol storage in lysosomes. Proc Natl Acad Sci U S A. 

85, 8022-6. 

Boussicault, L., Alves, S., Lamaziere, A., Planques, A., Heck, N., Moumne, L., 

Despres, G., Bolte, S., Hu, A., Pages, C., Galvan, L., Piguet, F., Aubourg, 

P., Cartier, N., Caboche, J., Betuing, S., 2016. CYP46A1, the rate-limiting 

enzyme for cholesterol degradation, is neuroprotective in Huntington's 

disease. Brain. 139, 953-70. 

Bowerman, M., Shafey, D., Kothary, R., 2007. Smn depletion alters profilin II 

expression and leads to upregulation of the RhoA/ROCK pathway and 

defects in neuronal integrity. J Mol Neurosci. 32, 120-31. 

Branchu, J., Biondi, O., Chali, F., Collin, T., Leroy, F., Mamchaoui, K., Makoukji, 

J., Pariset, C., Lopes, P., Massaad, C., Chanoine, C., Charbonnier, F., 2013. 

Shift from extracellular signal-regulated kinase to AKT/cAMP response 

element-binding protein pathway increases survival-motor-neuron 

expression in spinal-muscular-atrophy-like mice and patient cells. J 

Neurosci. 33, 4280-94. 

Brown, M.S., Goldstein, J.L., 1997. The SREBP pathway: regulation of 

cholesterol metabolism by proteolysis of a membrane-bound transcription 

factor. Cell. 89, 331-40. 

Castello, A., Fischer, B., Eichelbaum, K., Horos, R., Beckmann, B.M., Strein, C., 

Davey, N.E., Humphreys, D.T., Preiss, T., Steinmetz, L.M., Krijgsveld, J., 

Hentze, M.W., 2012. Insights into RNA biology from an atlas of 

mammalian mRNA-binding proteins. Cell. 149, 1393-406. 

Crawford, T.O., Pardo, C.A., 1996. The neurobiology of childhood spinal muscular 

atrophy. Neurobiol Dis. 3, 97-110. 

Custer, S.K., Gilson, T.D., Li, H., Todd, A.G., Astroski, J.W., Lin, H., Liu, Y., 

Androphy, E.J., 2016. Altered mRNA Splicing in SMN-Depleted Motor 

Neuron-Like Cells. PLoS One. 11, e0163954. 

Dietschy, J.M., Turley, S.D., 2001. Cholesterol metabolism in the brain. Curr 

Opin Lipidol. 12, 105-12. 

Dzeletovic, S., Breuer, O., Lund, E., Diczfalusy, U., 1995. Determination of 

cholesterol oxidation products in human plasma by isotope dilution-mass 

spectrometry. Anal Biochem. 225, 73-80. 

Edwards, P.A., Ericsson, J., 1999. Sterols and isoprenoids: signaling molecules 

derived from the cholesterol biosynthetic pathway. Annu Rev Biochem. 68, 

157-85. 

Fernandez-Nogales, M., Santos-Galindo, M., Hernandez, I.H., Cabrera, J.R., 

Lucas, J.J., 2016. Faulty splicing and cytoskeleton abnormalities in 

Huntington's disease. Brain Pathol. 26, 772-778. 

Funfschilling, U., Jockusch, W.J., Sivakumar, N., Mobius, W., Corthals, K., Li, S., 

Quintes, S., Kim, Y., Schaap, I.A., Rhee, J.S., Nave, K.A., Saher, G., 2012. 

Critical time window of neuronal cholesterol synthesis during neurite 

outgrowth. J Neurosci. 32, 7632-45. 



108 

Gabanella, F., Pisani, C., Borreca, A., Farioli-Vecchioli, S., Ciotti, M.T., 

Ingegnere, T., Onori, A., Ammassari-Teule, M., Corbi, N., Canu, N., 

Monaco, L., Passananti, C., Di Certo, M.G., 2016. SMN affects membrane 

remodelling and anchoring of the protein synthesis machinery. J Cell Sci. 

129, 804-16. 

Greeve, I., Hermans-Borgmeyer, I., Brellinger, C., Kasper, D., Gomez-Isla, T., 

Behl, C., Levkau, B., Nitsch, R.M., 2000. The human 

DIMINUTO/DWARF1 homolog seladin-1 confers resistance to Alzheimer's 

disease-associated neurodegeneration and oxidative stress. J Neurosci. 20, 

7345-52. 

Haas, D., Muenke, M., 2010. Abnormal sterol metabolism in holoprosencephaly. 

Am J Med Genet C Semin Med Genet. 154C, 102-8. 

Hsieh-Li, H.M., Chang, J.G., Jong, Y.J., Wu, M.H., Wang, N.M., Tsai, C.H., Li, 

H., 2000. A mouse model for spinal muscular atrophy. Nat Genet. 24, 66-

70. 

Iivonen, S., Hiltunen, M., Alafuzoff, I., Mannermaa, A., Kerokoski, P., Puolivali, 

J., Salminen, A., Helisalmi, S., Soininen, H., 2002. Seladin-1 transcription 

is linked to neuronal degeneration in Alzheimer's disease. Neuroscience. 

113, 301-10. 

Imlach, W.L., Beck, E.S., Choi, B.J., Lotti, F., Pellizzoni, L., McCabe, B.D., 2012. 

SMN is required for sensory-motor circuit function in Drosophila. Cell. 

151, 427-39. 

Ishida, E., Hashimoto, K., Okada, S., Satoh, T., Yamada, M., Mori, M., 2013. 

Thyroid hormone receptor and liver X receptor competitively up-regulate 

human selective Alzheimer's disease indicator-1 gene expression at the 

transcriptional levels. Biochem Biophys Res Commun. 432, 513-8. 

Kariya, S., Park, G.H., Maeno-Hikichi, Y., Leykekhman, O., Lutz, C., Arkovitz, 

M.S., Landmesser, L.T., Monani, U.R., 2008. Reduced SMN protein 

impairs maturation of the neuromuscular junctions in mouse models of 

spinal muscular atrophy. Hum Mol Genet. 

Kong, L., Wang, X., Choe, D.W., Polley, M., Burnett, B.G., Bosch-Marce, M., 

Griffin, J.W., Rich, M.M., Sumner, C.J., 2009. Impaired synaptic vesicle 

release and immaturity of neuromuscular junctions in spinal muscular 

atrophy mice. J Neurosci. 29, 842-51. 

Koudinov, A.R., Koudinova, N.V., 2005. Cholesterol homeostasis failure as a 

unifying cause of synaptic degeneration. J Neurol Sci. 229-230, 233-40. 

Kuehnle, K., Crameri, A., Kalin, R.E., Luciani, P., Benvenuti, S., Peri, A., Ratti, 

F., Rodolfo, M., Kulic, L., Heppner, F.L., Nitsch, R.M., Mohajeri, M.H., 

2008. Prosurvival effect of DHCR24/Seladin-1 in acute and chronic 

responses to oxidative stress. Mol Cell Biol. 28, 539-50. 

Lange, Y., Ye, J., Strebel, F., 1995. Movement of 25-hydroxycholesterol from the 

plasma membrane to the rough endoplasmic reticulum in cultured 

hepatoma cells. J Lipid Res. 36, 1092-7. 

Lefebvre, S., Burglen, L., Reboullet, S., Clermont, O., Burlet, P., Viollet, L., 

Benichou, B., Cruaud, C., Millasseau, P., Zeviani, M., et al., 1995. 

Identification and characterization of a spinal muscular atrophy-

determining gene. Cell. 80, 155-65. 



109 

Lewis, E.A., Smith, G.A., 2016. Using Drosophila models of Huntington's disease 

as a translatable tool. J Neurosci Methods. 265, 89-98. 

Linetti, A., Fratangeli, A., Taverna, E., Valnegri, P., Francolini, M., Cappello, V., 

Matteoli, M., Passafaro, M., Rosa, P., 2010. Cholesterol reduction impairs 

exocytosis of synaptic vesicles. J Cell Sci. 123, 595-605. 

Liu, Q., Dreyfuss, G., 1996. A novel nuclear structure containing the survival of 

motor neurons protein. Embo J. 15, 3555-65. 

Liu, Q., Trotter, J., Zhang, J., Peters, M.M., Cheng, H., Bao, J., Han, X., Weeber, 

E.J., Bu, G., 2010. Neuronal LRP1 knockout in adult mice leads to 

impaired brain lipid metabolism and progressive, age-dependent synapse 

loss and neurodegeneration. J Neurosci. 30, 17068-78. 

Liu, Y., Wong, T.P., Aarts, M., Rooyakkers, A., Liu, L., Lai, T.W., Wu, D.C., Lu, 

J., Tymianski, M., Craig, A.M., Wang, Y.T., 2007. NMDA receptor subunits 

have differential roles in mediating excitotoxic neuronal death both in 

vitro and in vivo. J Neurosci. 27, 2846-57. 

Lorson, C.L., Strasswimmer, J., Yao, J.M., Baleja, J.D., Hahnen, E., Wirth, B., 

Le, T., Burghes, A.H., Androphy, E.J., 1998. SMN oligomerization defect 

correlates with spinal muscular atrophy severity. Nat Genet. 19, 63-6. 

Lorson, C.L., Androphy, E.J., 2000. An exonic enhancer is required for inclusion 

of an essential exon in the SMA-determining gene SMN. Hum Mol Genet. 

9, 259-65. 

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J., 1951. Protein 

measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem. 193, 265-75. 

Meaney, S., Bodin, K., Diczfalusy, U., Bjorkhem, I., 2002. On the rate of 

translocation in vitro and kinetics in vivo of the major oxysterols in human 

circulation: critical importance of the position of the oxygen function. J 

Lipid Res. 43, 2130-5. 

Medina, M.W., Gao, F., Naidoo, D., Rudel, L.L., Temel, R.E., McDaniel, A.L., 

Marshall, S.M., Krauss, R.M., 2011. Coordinately regulated alternative 

splicing of genes involved in cholesterol biosynthesis and uptake. PLoS 

One. 6, e19420. 

Meister, G., Eggert, C., Fischer, U., 2002. SMN-mediated assembly of RNPs: a 

complex story. Trends Cell Biol. 12, 472-8. 

Mentis, G.Z., Blivis, D., Liu, W., Drobac, E., Crowder, M.E., Kong, L., Alvarez, 

F.J., Sumner, C.J., O'Donovan, M.J., 2011. Early functional impairment of 

sensory-motor connectivity in a mouse model of spinal muscular atrophy. 

Neuron. 69, 453-67. 

Millino, C., Fanin, M., Vettori, A., Laveder, P., Mostacciuolo, M.L., Angelini, C., 

Lanfranchi, G., 2009. Different atrophy-hypertrophy transcription 

pathways in muscles affected by severe and mild spinal muscular atrophy. 

BMC Med. 7, 14. 

Mitsche, M.A., McDonald, J.G., Hobbs, H.H., Cohen, J.C., 2015. Flux analysis of 

cholesterol biosynthesis in vivo reveals multiple tissue and cell-type 

specific pathways. Elife. 4, e07999. 

Monani, U.R., Lorson, C.L., Parsons, D.W., Prior, T.W., Androphy, E.J., Burghes, 

A.H., McPherson, J.D., 1999. A single nucleotide difference that alters 

splicing patterns distinguishes the SMA gene SMN1 from the copy gene 

SMN2. Hum Mol Genet. 8, 1177-83. 



110 

Monani, U.R., Sendtner, M., Coovert, D.D., Parsons, D.W., Andreassi, C., Le, 

T.T., Jablonka, S., Schrank, B., Rossoll, W., Prior, T.W., Morris, G.E., 

Burghes, A.H., 2000. The human centromeric survival motor neuron gene 

(SMN2) rescues embryonic lethality in Smn(-/-) mice and results in a 

mouse with spinal muscular atrophy. Hum Mol Genet. 9, 333-9. 

Nash, L.A., Burns, J.K., Chardon, J.W., Kothary, R., Parks, R.J., 2016. Spinal 

Muscular Atrophy: More than a Disease of Motor Neurons? Curr Mol Med. 

16, 779-792. 

Navarro, G., Borroto-Escuela, D.O., Fuxe, K., Franco, R., 2014. Potential of 

caveolae in the therapy of cardiovascular and neurological diseases. Front 

Physiol. 5, 370. 

Pellizzoni, L., Baccon, J., Rappsilber, J., Mann, M., Dreyfuss, G., 2002. 

Purification of native survival of motor neurons complexes and 

identification of Gemin6 as a novel component. J Biol Chem. 277, 7540-5. 

Peri, A., Serio, M., 2008. Neuroprotective effects of the Alzheimer's disease-

related gene seladin-1. J Mol Endocrinol. 41, 251-61. 

Recabarren, D., Alarcon, M., 2017. Gene networks in neurodegenerative 

disorders. Life Sci. 183, 83-97. 

Renvoise, B., Khoobarry, K., Gendron, M.C., Cibert, C., Viollet, L., Lefebvre, S., 

2006. Distinct domains of the spinal muscular atrophy protein SMN are 

required for targeting to Cajal bodies in mammalian cells. J Cell Sci. 119, 

680-92. 

Rossoll, W., Jablonka, S., Andreassi, C., Kroning, A.K., Karle, K., Monani, U.R., 

Sendtner, M., 2003. Smn, the spinal muscular atrophy-determining gene 

product, modulates axon growth and localization of beta-actin mRNA in 

growth cones of motoneurons. J Cell Biol. 163, 801-12. 

Samara, A., Galbiati, M., Luciani, P., Deledda, C., Messi, E., Peri, A., Maggi, R., 

2014. Altered expression of 3-betahydroxysterol delta-24-

reductase/selective Alzheimer's disease indicator-1 gene in Huntington's 

disease models. J Endocrinol Invest. 37, 729-37. 

Sanchez, G., Dury, A.Y., Murray, L.M., Biondi, O., Tadesse, H., El Fatimy, R., 

Kothary, R., Charbonnier, F., Khandjian, E.W., Cote, J., 2013. A novel 

function for the survival motoneuron protein as a translational regulator. 

Hum Mol Genet. 22, 668-84. 

Singh, P., Saxena, R., Srinivas, G., Pande, G., Chattopadhyay, A., 2013. 

Cholesterol biosynthesis and homeostasis in regulation of the cell cycle. 

PLoS One. 8, e58833. 

Stetzkowski-Marden, F., Recouvreur, M., Camus, G., Cartaud, A., Marchand, S., 

Cartaud, J., 2006. Rafts are required for acetylcholine receptor clustering. 

J Mol Neurosci. 30, 37-8. 

Tsai, L.K., Tsai, M.S., Lin, T.B., Hwu, W.L., Li, H., 2006. Establishing a 

standardized therapeutic testing protocol for spinal muscular atrophy. 

Neurobiol Dis. 24, 286-95. 

Valdez, C.M., Smith, M.A., Perry, G., Phelix, C.F., Santamaria, F., 2010. 

Cholesterol homeostasis markers are localized to mouse hippocampal 

pyramidal and granule layers. Hippocampus. 20, 902-5. 

Valenza, M., Rigamonti, D., Goffredo, D., Zuccato, C., Fenu, S., Jamot, L., Strand, 

A., Tarditi, A., Woodman, B., Racchi, M., Mariotti, C., Di Donato, S., 



111 

Corsini, A., Bates, G., Pruss, R., Olson, J.M., Sipione, S., Tartari, M., 

Cattaneo, E., 2005. Dysfunction of the cholesterol biosynthetic pathway in 

Huntington's disease. J Neurosci. 25, 9932-9. 

Valenza, M., Carroll, J.B., Leoni, V., Bertram, L.N., Bjorkhem, I., Singaraja, R.R., 

Di Donato, S., Lutjohann, D., Hayden, M.R., Cattaneo, E., 2007. 

Cholesterol biosynthesis pathway is disturbed in YAC128 mice and is 

modulated by huntingtin mutation. Hum Mol Genet. 16, 2187-98. 

Vance, J.E., 2012. Dysregulation of cholesterol balance in the brain: contribution 

to neurodegenerative diseases. Dis Model Mech. 5, 746-55. 

Wu, C., Butz, S., Ying, Y., Anderson, R.G., 1997. Tyrosine kinase receptors 

concentrated in caveolae-like domains from neuronal plasma membrane. J 

Biol Chem. 272, 3554-9. 

Wu, C., Miloslavskaya, I., Demontis, S., Maestro, R., Galaktionov, K., 2004. 

Regulation of cellular response to oncogenic and oxidative stress by 

Seladin-1. Nature. 432, 640-5. 

Yang, J., Sato, R., Goldstein, J.L., Brown, M.S., 1994. Sterol-resistant 

transcription in CHO cells caused by gene rearrangement that truncates 

SREBP-2. Genes Dev. 8, 1910-9. 

Zerenturk, E.J., Sharpe, L.J., Brown, A.J., 2012. Sterols regulate 3beta-

hydroxysterol Delta24-reductase (DHCR24) via dual sterol regulatory 

elements: cooperative induction of key enzymes in lipid synthesis by Sterol 

Regulatory Element Binding Proteins. Biochim Biophys Acta. 1821, 1350-

60. 
 

  



112 

Legends to figures 

Figure 1: Cholesterol homeostasis is altered in SMA. 

(A) Representation of cholesterol biosynthesis pathway main steps showing metabolites (grey 

boxes) and key enzymes (white boxes) in the Bloch and Kandutsch-Russel pathways. (B-E) 

Quantification by GC-MS of Cholesterol (B,), Lanosterol (C), 7-lathosterol (D) and Desmoterol (E) 

metabolites in the ventral lumbar spinal cords of type 2 SMA-like mice compared to controls at P12 

(n=3). (F) Quantification by GC-MS of 24S-hydroxycholesterol (F, p=0.31) in the serum of SMA 

patients (n=7) compared to controls (n=4; *: p<0,05) 

Figure 2: The expression levels of the main cholesterol biosynthesis enzymes are 

reduced in SMA. 

(A) Quantification by RT-qPCR of the transcripts encoding cholesterol biosynthesis key enzymes 

normalized by RPL13A in immortalized SMA human fibroblasts (n=3). (B,C) Western blot analysis and 

quantification of DHCR24/Seladin-1 protein expression in immortalized SMA human fibroblasts (n=5). 

(D) Quantification by RT-qPCR of the transcripts encoding cholesterol biosynthesis key enzymes 

normalized by 26S in the ventral lumbar spinal cord of type 2 SMA-like mice at P12 (n=6). (E-H) 

Western blot analysis and quantification of HMGCR (E and F) and DHCR24/Seladin-1 (G and H) 

protein expression in the ventral lumbar spinal cord of type 2 SMA-like mice at P12 (n=6). (I) Ratio of 

the Hmgcr transcript without exon 13 (-13)  with the Hmgcr containing exon 13 (+13) after 

quantification by RT-qPCR in the ventral lumbar spinal cord of type 2 SMA-like mice at P12 (n=6; *: 

p<0.05; significance relative to controls) 

Figure 3: The expression of SREBP2, the main transcriptional regulator of 

cholesterol biosynthesis enzymes, is altered in the spinal cord of type2 SMA-like mice.  

(A) Quantification by RT-qPCR of Srebf2 transcripts normalized by 26S in the lumbar spinal cord 

of control and type II SMA-like mice at P12 (n=5). (B-D) Western blot analysis and quantification of 

the full-length SREBP2 protein expression (120kDa; B and C) and the C-terminal cleaved form (68kDa; 



113 

B and D) in the lumbar spinal cord of control and SMA-like mice at P12 (n=6). (*: p<0.05; significance 

relative to controls). 

Figure 4: The sub-cellular distribution of DHCR24/Seladin-1 is altered in MNs 

cells from the spinal cord of type 2 SMA-like mice.  

(A-C) Immunodetection of DHCR24/Seladin-1 protein (green) in either Olig2-positive 

oligodendrocytes (A; red; scale bar 10 µm), CholineAcetylTransferase (ChAT) positive MNs (B; red; 

scale bar 25 µm) and GFAP-positive astrocytes (C; red, scale bar 10 µm) in the lumbar spinal cord of 

control and SMA-like mice at P12, with a counterstaining of nuclei (Hoestch 33258; blue). (D) Confocal 

images of immunodetected DHCR24/Seladin-1 protein (green) in the nucleus (blue) and the cytoplasm 

of ChAT-positive MNs (red) in the lumbar spinal cord of control and SMA-like mice at P12 (scale bar 

25 µm). (E) Quantification of the proportion of lumbar MNs with either a nuclear only or a cytoplasmic 

only or both cytoplasmic and nuclear localization of DHCR24/Seladin-1 in control and SMA-like mice 

at P12 (n=3; *: p<0.05; significance relative to controls) 

 Figure 5: DHCR24/Seladin-1 is involved in the control of SMN expression in 

physiological conditions. 

(A) Quantification by RT-qPCR of the E4–E5 and E7-E8 segments of the SMN transcripts 

normalized by RPL13A in immortalized control human fibroblasts treated for 72h with the 

DHCR24/Seladin-1 pharmacologic inhibitor MER/29 (10μM) compared to vehicle treatment (n=4). (B 

and C) Western blot analysis and quantification of SMN protein expression in immortalized control 

human fibroblasts treated for 48h with DHCR24/Seladin-1 pharmacologic inhibitor MER/29 (10μM) 

compared to vehicle treatment (n=4). (D, E) Quantification by RT-qPCR of HMGCR, DHCR24 and 

SREBF2 transcripts normalized by RPL13A in immortalized control human fibroblasts treated for 72h 

with the DHCR24/Seladin-1 pharmacologic inhibitor MER/29 (10μM) compared to vehicle treatment 

(n=4; *: p<0.05; significance relative to vehicle treated cells). 
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Figure 6: DHCR24/Seladin-1 restoration promotes SMN expression in SMA 

cells. 

(A) Quantification by RT-qPCR of the E4–E5 and E7-E8 segments of the SMN transcripts 

normalized by RPL13A in immortalized SMA human fibroblasts after transfection with a 

DHCR24/Seladin-1 plasmid for 72h (n=4). (B-D) Western blot analysis and quantification of SMN (B, 

C) and DHCR24/Seladin-1 (B and D) in immortalized SMA human fibroblasts after transfection with 

a DHCR24/Seladin-1 plasmid for 72h (n=4). (E) Immunodetection of DHCR24 (green), in the nucleus 

(blue) of Flag-positive cells (Red) after transfection with Flag-tagged DHCR24/Seladin-1 plasmid for 

72h compared to cells transfected with the empty plasmid. (F) Quantification of the average 

fluorescence intensity of DHCR24/Seladin-1 staining in the nucleus of non-transfected and Flag-

DHCR24 plasmid transfected cells. (G) Immunodetection of SMN (green), in the nucleus (blue) of flag-

positive (Red) compared to flag-negative (unstained) cells after transfection with flag-tagged 

DHCR24/Seladin-1 plasmid for 72h. The white filled arrows indicate nucleus containing gems. Dotted 

lines indicate cells cropped (scale bar large image: 25µm; scale bar crop: 5µm) (H) Quantification of 

the number of gems in the nucleus after transfection with flag-tagged DHCR24/Seladin-1 plasmid for 

72h compared to not transfected cells (*: p<0.05; significance relative to empty plasmid or not 

transfected cells). 

 

Supplementary Figure 1: The expression levels of the main cholesterol 

biosynthesis enzymes are reducted in severe and mild SMA-mice models. 

 (A and B) Quantification by RT-qPCR of the transcripts encoding cholesterol biosynthesis key 

enzymes normalized by 26S in the ventral lumbar spinal cords of either type 2 SMA-like (n=5) (A) or 

type 3 SMA-like (n=3) (B) mice compared to age matched controls. (*: p<0.05; significance relative to 

controls) 
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Table 1 : List of primers used for RT-qPCR on both human or mice samples. 

  Mouse  

Gene   Primers 

26S 
Foward 5’-AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAA-3’ 

Reverse 5’-GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG-3’ 

Hmgcr 
Foward 5’ -GAATGCCTTGTGATTGGAGTTG- 3’ 

Reverse 5’ -ACACAGGCCGGGAAGAATG- 3’ 

Mvd 
Foward 5´ -CCTGCCTGAGAGAGATTCG-3´ 

Reverse 5´ -CACAAAGCCCCCATAGAGAC-3´ 

Sqle 
Foward 5’ -ATTGGCTCAGGCCTTGTATG- 3’ 

Reverse 5’ -ATTGAAAGCAACCCAACAGG- 3’ 

Nsdhl 
Foward 5´ -GCCAGTGTTGTCTTTGAGG-3´ 

Reverse 5´ -CCAGGTTTTCCCCATTTC-3´ 

Dhcr24 
Foward 5´ -GTTCGTGTGCCTCTTCTTG-3´ 

Reverse 5´ -TCTTACTGCCCTGTTCCTTC-3´ 

Srebp2 
Foward 5' -GGTGTGATTGTCTTGAGCGTCTT- 3' 

Reverse 5'- AGCTGCGAAATCACCTTTGG- 3' 

Hmgcr Exon 13(+) 
Foward 5' -ACGGAAGGCTGTCTTGTG- 3' 

Reverse 5' -CTGCTGGTGCTATCAAAGG- 3' 

Hmgcr Exon 13(-) 
Foward 5’-ACACCACGCTCATGAGTTTCCATC-3’ 

Reverse 5’-ACCTCCACCAAGCAAGGAGT-3’ 

  Human  

HMGCR 
Foward 5’ -TGTTCAAGGAGCATGCAAAGA- 3’ 

Reverse 5’ -GCCATTACGGTCCCACACA- 3’ 

MVD 
Foward 5´ -CCGCCCATCTCTTACCTC- 3´ 

Reverse 5´ -ACAGCAGCCACAAACTCAG- 3´ 

SQLE 
Foward 5´ -TGGAGAAAACTGCTAAAGGG- 3 

Reverse 5´ -CACGACAAAGGAATGAGATG- 3´ 

NSDHL 
Foward 5’ -AGGCAGCCAGGAACGGCAAGAT- 3’ 

Reverse 5’ -GAAATGCCTTCCCACCCAGTGTCGA- 3’ 

DHCR24 
Foward 5’ -TCCAGGGTTGAATCTTGTCC- 3’ 

Reverse 5’ -GGGATGAGTGGTTGGAGAAA- 3’ 
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SMN2 E7E8 
Foward 5’ -AAAAAGAAGGAAGGTGCTCAC- 3’ 

Reverse 5’ -GCCTCACCACCGTGCTGG- 3’ 

SMN2 E4E5 
Foward 5’ -TGTGTTGTGGTTTACACTGG- 3’ 

Reverse 5’ -TATTTCCAGGAGACCTGGAG- 3’ 

RPL13A 
Foward 5’ -AAGGTCGTGCGTCTGAAG- 3’ 

Reverse 5’ -GAGTCCGTGGGTCTTGAG- 3’ 
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2.2. Conclusion de l’article 2 

 

Dans cet article nous avons mis en évidence, et pour la première fois dans l’ASI, une 

dérégulation de la voie de biosynthèse du cholestérol et son implication dans la modulation de 

l’expression de la protéine SMN.  

Les niveaux de cholestérol de plusieurs intermédiaires participant à sa synthèse sont 

perturbés dans la moelle épinière de souris, ce qui est associé avec des niveaux d’expression 

diminués de la plupart des enzymes impliquées dans leurs synthèses. De plus, nous montrons 

également que le niveau d’expression du facteur de transcription SREBP2, principal régulateur 

de l’homéostasie du cholestérol est également diminué chez les souris ASI. Enfin, nos 

résultats démontrent que moduler les niveaux d’activité ou d’expression de l’enzyme DHCR24 

permet de modifier l’expression de SMN ainsi que sa localisation nucléaire.  

Nos premiers résultats ont confirmés ce qui est retrouvé dans d’autres 

neuropathologies, à savoir une diminution du niveau d’expression de l’enzyme DHCR24, 

associée à une accumulation du métabolite desmostérol (Boussicault et al., 2016; Greeve et 

al., 2000; Samara et al., 2014). D’autre part, nous montrons que la localisation subcellulaire 

de cette enzyme est altérée dans les motoneurones lombaires de souris ASI, avec une 

présence cytoplasmique plus importante que chez les souris contrôles.  

De plus, la diminution d’activité ou l’expression de DHCR24 permet de faire varier les 

niveaux d’expression des transcrits et de la protéine SMN dans des fibroblastes de patients. 

En effet, l’inhibition pharmacologique de l’enzyme fait diminuer le niveau d’expression de SMN. 

A l’inverse, la surexpression de DHCR24 dans des fibroblastes de patients ASI augmente le 

niveau d’expression de SMN et la quantité de gems dans le noyau des cellules transfectées. 

Outre sa fonction de réductase dans la biosynthèse du cholestérol, DHCR24 est connue pour 

participer à la réponse au stress oxydant et l’apoptose (Benvenuti et al., 2005; Greeve et al., 

2000; Kuehnle et al., 2008). Cependant, c’est la première fois que son implication dans la 

régulation des gènes SMN est démontrée.  

Ces données soulignent, une fois de plus, l’importance de l’homéostasie du cholestérol 

et son implication dans les processus neurodégénératifs. Le cholestérol est essentiel pour 

l’intégrité de la membrane plasmique et l’élaboration de plateformes de signalisation. Or les 

études précédentes du laboratoire ont mis en évidence une dérégulations des voies de 

signalisation notamment AKT/CREB et ERK/Elk-1 sous le contrôle de l’IGF-1R dans l’ASI 

(Biondi et al., 2010, 2015; Branchu et al., 2013). Il serait intéressant d’évaluer dans quelle 

mesure la perturbation du métabolisme du cholestérol intervient dans la modulation 

d’activation de ces voies. 
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2.3. Résultats complémentaires aux articles 1 et 2 

Les recherches effectuées pendant ces dernières années au laboratoire ont mis en 

évidence une dérégulation de la balance d’activation des voies de signalisation ERK et AKT 

dans des modèles murins d’ASI. Plus particulièrement, dans la moelle épinière de souris ASI 

de type 2, la voie ERK/Elk-1 est suractivée alors que la voie AKT/CREB est inhibée. Dans 

l’article 1, nous montrons que cette dérégulation est associée à une surexpression du 

récepteur à l’IGF-1 qui est connu pour moduler l’activité de ces voies de signalisation. 

L’invalidation partielle de l’Igf1r entraine une activation de la voie AKT/CREB et une inhibition 

de la voie ERK/Elk-1. Nous avons donc cherché à évaluer le lien entre le niveau d’expression 

de l’IGF-1R et la modulation de la balance d’activation des voies de signalisation 

intracellulaires. Pour cela, nous avons étudié les mécanismes d’internalisation du récepteur, 

dépendants de la cavéolin-1 ou de la clathrine. Ces deux voies d’endocytose n’activant pas 

les voies intracellulaires ERK et AKT de manière identique (Martins et al., 2011).  

Nous rapportons dans l’Article 2, une diminution de l’expression des enzymes de la voie 

de biosynthèse du cholestérol associée à une chute de la concentration de cholestérol dans 

la moelle épinière de souris ASI de type 2. Premièrement, nous nous somme demandé dans 

quelle mesure le profil d’activation des voies de signalisation AKT/CREB et ERK/Elk-1 pourrait 

être lié à une modulation de l’homéostasie du cholestérol. Deuxièmement, la réduction 

d’expression de l’IGF-1R permet d’améliorer le phéntoype des souris modèles d’ASI ainsi 

l’expression de la protéine SMN. Nous avons voulu savoir si un changement de l’homéostasie 

du cholestérol pouvait intervenir dans la modulation du phénotype et l’expression de SMN. 

Pour y répondre, nous avons évalué l’homéostasie du cholestérol par une analyse lipidomique 

du cholestérol et de ses précurseurs. Puis, nous avons mesuré le niveau d’expression des 

enzymes de la voie de biosynthèse du cholestérol dans des souris ASI Igf1r+/- par rapport à 

des souris ASI Igf1r+/+. 

 

Afin d’évaluer le rôle des mécanismes d’internalisation dans la signalisation des voies 

AKT/CREB et ERK/Elk-1 dans l’ASI, nous avons d’abord étudié le profil d’expression des 

protéines Cav-1 et Clathrine dans la moelle épinière de souris ASI de type 2 par rapport à des 

souris contrôles. Puis, nous avons réalisé des expériences de co-immunomarquage entre 

l’IGF-1R et les protéines Cav-1 et Clathrine dans les oligodendrocytes de la moelle épinière 

de souris ASI de type 2 par rapport à des souris contrôles. Le marquage pour l’IGF-1R dans 

les motoneurones étant trop faible pour réaliser les expériences de co-localisation.  
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Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 1 : A. Quantification par RT-PCR des transcrits 

codant pour la Cavéoline-1 et Clathrine, normalisés par les transcrits codant pour 26S dans la moelle 

épinière de souris ASI de type 2 par rapport à des souris contrôles. B. Analyse et quantification par 

western immunoblot de l’expression de la protéine Cav-1 dans la moelle épinière de souris ASI de type 

2 par rapport à des souris contrôles. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne ± l’écart 

moyen (* p<0.05 par rapport aux souris contrôles, Mann-Whitney U). 

 

Ces résultats montrent une diminution du niveau d’expression des transcrits codant 

pour les protéines Cav-1 et Clathrin et une tendance à la diminution pour la protéine Cav-1 

dans la moelle épinière de souris ASI de type 2. Ces résultats nécessitent d’être confirmés 

notamment pour l’expression protéique de Clathrin. 
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Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 2: A-D Analyse et quantification de la 

colocalisation CAV-1/IGF-1R et Clathrine/IGF-1R dans les oligodendrocytes de la moelle épinière des 

souris contrôles (CTRL) et SMA. (A, C) Immunofluorescence dirigée contre CAV-1 (A, vert), la Clathrine 

(C, vert) et IGF-1R (A et C, rouge) (B et D) Quantification de la colocalisation CAV-1/IGF-1R et 

Clathrine/IGF-1R grâce au coefficient de Pearson. Les pointillés représentent la façon dont les cellules 

ont été détourées pour l’analyse. N= nombre de cellules quantifiées. Echelle : 15 µm. (* p < 0,05 ; ** p 

< 0,01 ; *** p <0,005)   

 

L’expérience de co-localisation entre les protéines Cav-1, Clathrin et l’IGF-1R ont 

permis de révéler une augmentation d’environ 15% de la co-localisation entre Cav-1 et l’IGF-

1R chez les souris ASI par rapport aux contrôles dans les oligodendrocytes. A l’inverse, la co-

localisation entre la Clathrine le l’IGF-1R a diminué d’environ 18% dans les oligodendrocytes 

des souris ASI.  
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Afin d’évaluer si la réduction de l’IGF-1R est liée à une modulation de l’homéostasie du 

cholestérol, nous avons analysé par GC-MS les niveaux de cholestérol et des précurseurs 

lanostérol, 7-lathostérol et desmostérol dans la moelle épinière de souris ASI et ASI Igf1r +/- 

à P12.  

 

Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 3 : A-D. Quantification par GC-MS du 

cholestérol (A), Lanostérol (B), 7-Lathostérol (C) et du Desmostérol (D) dans la moelle épinière de 

souris ASI de type 2 invalidées pour le récepteur à l’IGF-1 ou de souris ASI de type II par rapport à des 

souris contrôles. Les valeurs sont représentées sous forme de boites à moustaches. (* p<0.05 par 

rapport aux souris contrôles, # p<0.05 par rapport aux souris ASI IGF-1R +/+, Mann-Whitney U). 

 

Les résultats de l’analyse lipidomique indiquent que dans la moelle épinière des souris 

ASI Igf1r +/-, la concentration de cholestérol est supérieure à celle des souris ASI. Les résultats 

sont similaires pour le lanostérol et le 7-lathostérol qui retrouvent des valeurs proches de celles 

des souris contrôles. Enfin, le desmostérol, présent en quantité supérieure chez la souris ASI 

atteint le niveau du contrôle dans la moelle des souris ASI Igf1r +/-. Ces résultats indiquent 

que le niveau d’expression du récepteur à l’IGF-1R a permis de rétablir la quantité de 

cholestérol et de ses précurseurs dans la moelle épinière de souris ASI.   
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Afin d’identifier l’origine de la restauration du niveau de cholestérol et de ses 

précurseurs, nous avons analysé par RT-PCR, les niveaux d’expression des enzymes 

HMGCR, MVD, SQLE, NSDHL et DHCR24 impliquées dans la biosynthèse de plusieurs 

intermédiaires du cholestérol. 

 

 

Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 4 : A. Quantification par RT-PCR des transcrits 

codant pour différentes enzymes de la voies de biosynthèse du cholestérol, normalisés par les transcrits 

codant pour 26S dans la moelle épinière de souris SMA de type II invalidées pour le récepteur à l’IGF-

1 ou de souris SMA de type II par rapport à des souris contrôles. Les valeurs sont représentées sous 

forme de moyenne ± l’écart moyen (* p<0.05 par rapport aux souris contrôles, # p<0.05 par rapport aux 

souris SMA IGF-1R +/+, Mann-Whitney U). 

 

Nos résultats indiquent que, pour la majorité des enzymes étudiées, leur niveau 

d’expression est augmentée dans la moelle épinière des souris ASI Igf1r +/- et retrouvent des 

valeurs proches des souris contrôles.  

La régulation du métabolisme du cholestérol cérébral repose, en partie, sur sa 

sécrétion sous forme d’oxystérols, en particulier le 24-OHC. Puisque que le taux de cholestérol 

est diminué dans la moelle épinière des souris ASI, nous  avons cherché à évaluer si la 

production de 24-OHC est affectée par la pathologie. Par ailleurs, la réduction de l’IGF-1R 

permet de restaurer le niveau de cholestérol et des intermédiaires participant à sa synthèse. 

Ainsi, nous nous sommes demandé si la production de 24-OHC est modifiée dans les souris 

ASI Igf-1r +/-. Pour cela, nous avons évalué le niveau de 24-OHC et le niveau d’expression de 

l’enzyme CYP46A1 qui catalyse sa transformation à partir de cholestérol dans la moelle 

épinière de souris ASI et ASI Igf1r +/-. 

 



130 

 

Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 5 : A. Quantification par GC-MS du 24S-

hydroxycholestérol dans la moelle épinière de souris SMA de type II invalidées pour le récepteur à l’IGF-

1 ou de souris SMA de type II par rapport à des souris contrôles. B. Quantification par RT-PCR des 

transcrits codant pour l’enzyme CYP46A1 normalisés par les transcrits codant pour le 26S dans la 

moelle épinière de souris SMA de type II invalidées pour le récepteur à l’IGF-1 ou de souris SMA de 

type II par rapport à des souris contrôles. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne ± 

l’écart moyen (* p<0.05 par rapport aux souris contrôles, # p<0.05 par rapport aux souris SMA IGF-1R 

+/+, Mann-Whitney U). 

 

Nous avons observé une diminution de la quantité de 24S-hydroxycholestérol ainsi 

qu’une chute d’expression de l’enzyme CYP46A1 dans la moelle épinière des souris ASI par 

rapport aux contrôles. L’invalidation du récepteur à l’IGF-1 restaure le niveau de 24S-

hydroxycholestérol qui retrouve une valeur similaire à celle du contrôle, de même que le niveau 

d’expression de l’enzyme CYP46A1.  

Compte tenu de la diminution du 24-OHC dans la moelle épinière, nous avons voulu 

évaluer l’effet d’un traitement avec un oxystérol sur l’expression de SMN dans le modèle in 

vitro de fibroblastes de patient ASI. L’oxystérol 25-OHC est connu pour moduler l’épissage de 

certains transcrits notamment HMGCR (Medina et al., 2011). Nous avons voulu savoir s’il était 

capable de modifier le taux d’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN. Nous avons donc 

traité les fibroblastes de patients ASI avec du 25-OHC pendant 24h et nous avons évalué le 

niveau d’expression de SMN. 
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Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 6 : A Quantification par RT-PCR des segments 

E4-E5 et E7-E8 des transcrits SMN normalisés par les transcrits codant pour RPL13A dans des 

fibroblastes immortalisés de patients ASI traités pendant 24h avec du 25-OHC par rapport à une solution 

contrôle. B. Analyse et quantification par western immunoblot de l’expression de la protéine SMN dans 

des fibroblastes immortalisés de patients ASI traités pendant 24h avec du 25-OHC par rapport à une 

solution contrôle. (n=4, * :p<0.05, Mann-Whitney U) 

 

Le traitement 25-OHC dans les fibroblastes de patients ASI a induit une augmentation 

du taux de transcrits SMN (Figure 4A) et de la quantité de protéine SMN (Figure 4B).  

 

Nous avons voulu identifier le mécanisme à l’origine de l’augmentation de l’expression 

de SMN suite au traitement 25-OHC. Il est connu que les oxystérols, dont le 25-OHC, sont des 

ligands du LXR (Janowski et al., 1996; Tice et al., 2014).  De plus, une étude non publiée 

menée au laboratoire a permis d’identifier un site potentiel de liaison pour le récepteur 

nucléaire RXR, avec lequel le LXR peut former un hétérodimère, sur le promoteur du gène 

SMN2. Nous avons évalué l’implication du LXR dans l’augmentation de l’expression de SMN 

suite au traitement 25-OHC. Pour cela, nous avons transfectés les fibroblastes de patient ASI 

avec deux siARN dirigés contres les isoformes alpha et beta du LXR puis traité ces cellules 

avec du 25-OHC.  
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Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 7 : A et B Quantification par RT-PCR des 

segments E4-E5 (A) et E7-E8 (B) des transcrits SMN normalisés par les transcrits codant pour RPL13A 

dans des fibroblastes immortalisés de patients ASI transfecté pendant 48h avec un siARN contre le 

LXRa et LXRb puis traités pendant 24h avec du 25-OHC par rapport à une solution contrôle (n=3, 

* :p<0.05, Mann-Whitney U). 

 

Lorsque les fibroblastes de patients ASI sont transfectés avec des siARN contre les 

deux isoformes du LXR, le traitement 25-OHC n’entraine pas d’augmentation du taux de 

transcrits SMN.   

 

 Les résultats du second papier démontrent une implication de DHCR24 dans le 

contrôle de l’expression de SMN, la protéine responsable de la maladie. Cependant, les 

mécanismes qui sont à l’origine de ce contrôle n’ont pas été étudiés dans le papier.  

La protéine DHCR24 a récemment été identifiée comme potentielle RBP (Castello et 

al., 2012), mais aucune étude n’a fait de lien entre DHCR24 et son éventuellement fixation sur 

les ARN issus des gènes SMN. Nous avons émis l’hypothèse selon laquelle l’augmentation 

de l’expression de SMN pouvait être directement liée à une stabilisation des ARNm suite à la 

fixation de DHCR24 sur l’ARN messager provenant du gène SMN2.  

Afin de vérifier la première hypothèse, nous avons surexprimé à l’aide d’un plasmide 

l’enzyme DHCR24 fusionnée avec une étiquette Flag (DHCR24-Flag) dans des fibroblastes 

de patient ASI de type 1. Puis, nous avons réalisé une co-immunoprécipitation de l’enzyme à 

l’aide d’un anticorps anti-Flag et amplifié l’ARN messager du gène SMN2. Nous nous sommes 

également servi de cette expérience de co-immunoprécipitation pour vérifier si la protéine 

DHCR24 pouvait co-précipiter avec la la protéine SMN. 
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Résultats complémentaires Articles 1&2 Figure 8 : Analyse par western immunoblot de 

l’expression des protéines SMN et Flag-DHCR24 dans des fibroblastes immortalisés de patients ASI 

transfectés pendant 72h avec un plasmide contenant la protéine DHCR24 fusionnée à une étiquette 

Flag ou bien un plasmide vide et suite à l’immunoprécipitation de DHCR24-Flag.  

 

Les résultats de cette expérience n’ont pas été concluants puisque nous ne sommes 

pas parvenus à amplifier la séquence de l’ARN messager provenant du gène SMN2 après 

immunoprécipitation de DHCR24-Flag. De même, nous n’avons pas pu détecter la protéine 

SMN suite à l’immunoprécipitation de DHCR24-Flag. Nos résultats indiquent donc que, dans 

nos conditions, l’enzyme DHCR24 n’interagit ni avec la séquence d’ARN SMN, ni avec la 

protéine SMN.  
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2.3.1. Matériel et Méthodes 

Echantillons de patients 

Le plasma des patients ASI de type 1 âgés de 3 à 15 mois ont été collectés dans des tubes et 

gracieusement fournis par Brigite Estournet en accord avec le programme TROPHOS. Le 

plasma des patients non-ASI âgés de 3 à 15 mois ont été récupérés dans des tubes  recouverts 

d’EDTA selon un protocole standard de suivi lipidique (Clinal metabolic department PM, 

Hopital Saint Antoine, AP-HP) 

 

Souris 

Les souris transgéniques mimant l’amyotrophie spinale de type 2 (FVB/NRj-Smn 7/7 , 

huSMN2 +/-) possédent deux copies du transgène humain SMN2 et sont invalidées pour le 

gène murin Smn. Ces souris proviennent de Jackson Laboratory et ont été génotypées comme 

précédemment (Grondard, 2005) et ont fait l’objet d’une standardisation de leur phénotype. 

Seules les souris SMA dont le poids était compris entre 3 et 4g à P8 ont été utilisées par les 

expériences, tandis seules les souris hétérozygotes (Smn 7/+ SMN2) ont servies de 

contrôles. Pour obtenir des souris mimant la SMA de type 2 et invalidées partiellement pour le 

récepteur à l’IGF-1, les souris FVB/NRj-Smn+/7 SMN2 ont été croisée avec des souris  

Igf1r+/- (B6.129-Igf1rtm1.2Mhz/Orl, souche EM00115 (Holzenberger et al., 2003) puis 

purifiées sur 10 générations dans le fond génétique FVB/NRj (Janvier Labs).  

 

Clonage de plasmide 

La séquence codante (NM_014792) du gène humain DHCR24/Seladin-1 a été amplifiée par 

une technique de PCR standard à l’aide de la DNA polymerase High Fidelity Phusion 

(Thermofischer) and clonée dans les sites de restrictions BamHI et HindIII du vecteur pFlag-

CMV2 (Sigma). 

 

Culture cellulaire 

Les cultures de fibroblastes immortalisés humains de patient ASI de type I nous ont été 

fournies par Suzie Lefebvre (Renvoisé et al., 2006). Les fibroblastes ont été encemencés à 

10.000 cellules/cm² dans des plaques 6 puits à +37°C avec 5% de CO2 dans du milieu de 

croissance contenant du DMEM Glutamax (Thermo Fischer Scientific) supplémenté avec 10% 

de FBS, 1% de sodium pyruvate, 1% de Penicillin-Streptomycin. A 70% de confluence, les 

fibroblastes ont été transfectés avec l’agent transfectant Turbofect (4µl par puit) (Termo 

Fischer Scientific) dans un milieu sans antibiotiques et 400ng par puit d’un vecteur pFlag-

CMV2 vide comme contrôle négatif ou bien un vector pFlag-DHCR24-CMV2 pendant 72h 

selon les recommandations du fournisseur. Le milieu de transfection a ensuite été remplacé 
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par du milieu de croissance pour 60h. Pour le traitement avec l’oxystérol 25-OHC, les 

fibroblastes ASI ont été traités avec 2.5µM de 25-hydroxycholestérol (Sigma) pendant 24h. 

Les cellules ont ensuite été récupérées dans du PBS froid (Thermo Fischer Scientific) et 

centrifugées à 300g pendant 5min. Enfin, le supernageant a été retiré et le culot congelé à -

80°C. Les transfections des fibroblastes de patient ASI avec les siARN ont été réalisées à 70% 

de confluence pendant 72h avec 25nM de siARN contre les isoformes alpha (L-003413-02-

005, Dharmacon) et beta (L-003412-02-005, Dharmacon) du LXR en utilisant l’agent 

transfectant Dharmafect 3 (4µl par puit) (Dharmacon). Après 48h de transfection avec les 

siARN, les fibroblastes de patient ASI ont été traités pendant 24h avec 2.5µM de 25-OHC 

(Sigma). 

 

RT-qPCR 

Les parties ventrales de la moelle épinière lombaire ont été homogénéisés à l’aide d’un 

TissueLyser (Qiagen) et les ARN totaux ont été extraits dans 1mL de Trizol (Thermo Fischer 

Scientific). Chaque échantillon d’ARN a subi un traitement DNAse à l’aide de la RQ1 RNAse-

DNase (Promega), puis 1µg d’ARN a été rétro-transcrit avec des oligo dT15 et le système de 

rétro transcription Improm II reverse transcription system (Promega).  

Les qPCR ont été réalisées selon un protocole standard dans une solution de SYBERGreen 

ROX mix (Thermo Fischer Scientific) dans un ABI Prism 7000 pour un volume de réaction final 

de 7µl et les amorces suivantes : 

 

Hmgcr Sens :  5’ -GAATGCCTTGTGATTGGAGTTG- 3’   

Hmgcr Anti-sens :  5’ -ACACAGGCCGGGAAGAATG- 3’ 

Mvd Sens :  5´ -CCTGCCTGAGAGAGATTCG-3´   

Mvd Antisens  : 5´ -CACAAAGCCCCCATAGAGAC-3´ 

Sqle Sens :   5’ -ATTGGCTCAGGCCTTGTATG- 3’  

Sqle Antisens :  5’ -ATTGAAAGCAACCCAACAGG- 3’ 

Nsdhl Sens :  5´ -GCCAGTGTTGTCTTTGAGG-3´   

Nsdhl Antisens : 5´ -CCAGGTTTTCCCCATTTC-3´ 

Dhcr24 Sens :  5´ -GTTCGTGTGCCTCTTCTTG-3´    

Dhcr24 Antisens :  5´ -TCTTACTGCCCTGTTCCTTC-3´ 

Cav-1 Sens :  5’ -TACAAGCCCAACAACAAG- 3’ 

Cav-1 Antisens :  5’ -TAAATGCCCCAGATGAGTG- 3’ 

Clathrin Sens :  5’ -GAAAGGAATGGTGAAGGAAG- 3’ 

Clathrin Antisens : 5’ -CATCTACACAGGCAAAGCAG- 3’ 

SMN E4E5 :  5’ -TGTGTTGTGGTTTACACTGG- 3’ 

SMN E7E8 :   5’ –TATTTCCAGGAGACCTGGAG- 3’ 
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Cyp46a1 Sens : 5’ -AGAAGTATGGACCTGTGGTGCGG- 3’ 

Cyp46a1 AntisenS  5’ -TGGTTGACATCAGGAACTTCTTAACC- 3’ 

26S sens :  5’ -AGGAGAAACAACGGTCGTGCCAAA-3’ 

26S Antisens : 5’ -GCGCAAGCAGGTCTGAATCGTG-3’ 

 

 

Chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) 

Les analyses lipidomiques pour le cholestérol total et de ses précurseurs ont été réalisées 

comme décrit précédemment dans l’Article 2.  

 

Immuno-précipitation des ARN 

L’immuno-précipitation de la protéine DHCR24 fusionnée avec l’étiquette Flag a été réalisée 

à l’aide de billes magnétiques couplées à un anticorps anti-Flag. Pour le couplage 

billes/anticorps, 50µl de Dynabeads (Invitrogen) proteine G ont été incubées avec 5µg 

d’anticorps monoclonaux de souris anti-Flag (F3165, Sigma) pendant 2h à température 

ambiante sous agitation. Les billes ont ensuite été lavées avec 1mL de PBS puis avec 1mL de 

triethanolamine (0.2M pH 8.2, Sigma). Afin d’assoicer par liaison covalente les billes et les 

anticorps, les billes ont été incubées dans 1mL de dimethyl pimelimidate (0.02M pH 8.2, 

Sigma) pendant 30min sous agitation. La réaction a été stoppée en ajoutant 1mL de Glycine 

0.05M pendant 15min.  

Après 72h de transfection avec le plasmide pFlag-DHCR24-CMV2 ou le plasmide contrôle, 

les fibroblastes immortalisés de patients ASI ont été fixées avec du formaldéhyde 0.5% puis 

lavées avec de la glycine 1M et finalement récupérées dans du PBS froid. Les cellules ont 

ensuite été broyées par sonication à faible intensité pendant 5min toutes les 30secondes dans 

500µl de tampon de lyse froid (50 mM Tris HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP40, 

5 mM EDTA, pH 8.0). Le lysat cellulaire a ensuite été incubé avec des billes non couplées 

avec des anticorps pendant 30min à +4°C sous agitation puis un aliquot de chaque échantillon 

a été conservé pour servir de témoin (input). Le lysat cellulaire a ensuite été incubé avec les 

billes couplées aux anticorps anti-Flag pendant 4h à +4°C sous agitation puis lavé 3 fois avec 

le tampon de lyse. 1/3 des billes ont été utilisées pour  une extraction protéique et 2/3 des 

billes ont été utilisées pour une extraction d’ARN. 

Pour l’extraction protéique, les billes ont été incubées pendant 20min à 65°C avec 30µl de 

tampon Laemmli sans dithiothréitol (DTT), puis seul le surnageant a été conservé et utilisé 

pour le western Immunoblot en ajoutant du DTT. L’intégralité de l’extraction protéique a été 

utilisée pour le western immunoblot.  

Pour l’extraction d’ARN, les billes ont été incubées avec 100µl de tampon de lyse (200mM Tris 

pH 7.5, 100mM NaCl, 10mM EDTA, 1% SDS, Riboblock 5µl/mL) et 70µg de protéinase K 
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(Sigma) pendant 1h à 65°C. Seul le surnageant a été conservé et les ARN ont été extraits 

avec une solution de phénol acide. Chaque échantillon d’ARN a subi un traitement DNAse à 

l’aide de la RQ1 RNAse-DNase (Promega), puis 9µl de la solution d’ARN pour la condition 

d’immunoprécipitation ou 1µg d’ARN pour les inputs ont été rétro-transcrit avec des random 

primers (Promega) et le système de rétro transcription superscript III (Thermo Fischer 

Scientific).  

Les qPCR ont été réalisées selon un protocole standard dans une solution de SYBERGreen 

ROX mix (Thermo Fischer Scientific) dans un ABI Prism 7000 pour un volume de réaction final 

de 7µl et les amorces suivantes : 

SMN premessager sens :  5’ -ACTGCAAGAAAACCTTAACTGCAG- 3’ 

SMN premessager antisens :  5’ –GGAATGTGAGCACTTTCCTTCTTTTTG- 3’ 

 

Western ImmunoBlot 

Les culots congelés des cultures de fibroblastes immortalisés de patients ASI de type 1 ont 

été broyés dans 40 µl d’un tampon de lyse froid tandis que les moelles épinières lombaires de 

souris ont été broyés dans 20µl d’un tampon de lyse froid pour 1mg de tissu (50 mM Tris HCl, 

pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP40, 5 mM EDTA, pH 8.0). La concentration en 

protéine de chaque échantillon a été déterminée par la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951). 

Ensuite, pour Cav-1 et SMN 10 µg de protéines totales ont été soumis une électrophorèse en 

gel SDS-PAGE 12,5%. Les incubations avec les anti-corps primaires ont été réalisées sur des 

membranes PVDF pendant une nuit à +4°C dans une solution de TBS, Tween 20 0.05% et 

BSA 4% contenant les anticorps primaires monoclonaux de souris anti-SMN (610646, 1:5000, 

BDBiosciences), anti-Cav-1 (ab17052, 1:1000, Abcam), -tubuline (T6074, 1 :10000, Sigma). 

Le jour suivant, les membranes ont été rinçées 3 fois avec une solution de TBS, 0.1% Tween 

20 et incubées 1h à température ambiante avec un anticorps monoclonal de chèvre anti-souris 

(1706516, 1 :5000, Biorad). Les anticorps fixés ont été révélés par le système ECL (Ge 

Healthcare) et les membranes ont été observées par l’appareil ImageQuant 400. La densité 

optique de chaque bande spécifique quantifiée par le logistiel ImageJ a été soustraite du bruit 

de fond et rapportée à la densité optique du témoin interne (-tubulin).  

 

Immunohistofluorescence et analyse de co-localisation 

Pour les résultats complémentaires, les expériences d’immunohistofluorescence ont été 

realisées comme décrit dans l’article 2 à la différence des anticorps utilisés. Les coupes 

flottantes de moelle épinière lombaire ont été incubées avec : l’anticorps polyclonal de chèvre 

anti-oligodendrocyte transcription factor (Olig2 MBN50, clone 211F1, 1 :1000, Millipore), 

l’anticorps polyclonal de lapin anti-IGF-1Rb (3027, 1 :1000, Cell Signaling), l’anticorps 

monoclonal de souris anti-Cavéolin-1 (ab17052, 1 :400, Abcam) ou l’anticorps monoclonal de 
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souris anti-clathrine (ab2731, 1 :1000, Abcam). Les coupes ont été lavées par une solution de 

TBS Tween20 0.5%, Triton 0.1% puis incubées avec les anticorps secondaires polyclonaux 

d’âne anti-lapin Alexa 555, âne anti-chèvre Cy5, âne antisouris Alexa 488 (1 :4000, Jackson 

ImmunoResearch). Les images de co-localisation ont été prises au microscope confocal Zeiss 

LSM 710 à 630 de grossissement (63X Zeiss UPlanS Apo 1.4 à huile). Le profil de co-

localisation entre Cav-1/Clathrine et IGF-1R a été analysé sur reconstruction  en Z d’images 

prises en microscopie confocale.  

 

Analyses statistiques  

Les valeurs de quantification par GC-MS sont représentées en boites à moustache ± l’écart-

type tandis que les autres valeurs sont représentées en moyenne ± écart type. En premier 

lieu, un test de distribution normale Kolmogorov-Simirnov a été réalisé sur l’ensemble des 

valeurs puis, un test statistique test statistique de type test de T a été réalisé pour les données 

suivant une distribution normale afin de vérifier la significativité des différences intergroupes. 

Un test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été réalisé pour les données suivant une 

distribution non-normale. 
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Discussion 
Le manque d’efficacité des traitements IGF-1 dans l’ASI proviendraient de la 

surexpression de l’IGF-1R. 

L’IGF est un facteur neurotrophique connu pour protéger les cellules du SNC (Doré et 

al., 1997; Feldman et al., 1997). Dans le cerveau, il favorise la division, la maturation  des 

cellules gliales et neuronales (Doré et al., 1997). Il stimule l’expression de neurofilaments et 

des protéines de la myéline et agit sur le métabolisme du glucose (Jiang et al., 2015; Miescher 

et al., 1993). Dans la moelle épinière, il module, entre autre, l’activité de l’acétylcholine 

transférase, réduit la mort par apoptose des motoneurones pendant leur développement et 

augmente la prolifération des cellules du tissu interstitiel (Lin et al., 2016; Narai et al., 2005; 

Seto et al., 2002).  

Dans des contextes de pathologies du motoneurone, les traitements IGF-1 exercent 

des effets bénéfiques. L’administration d’un AAV9 contenant l’IGF-1 humain dans les muscles 

de souris modèles de la SLA a significativement réduit la mort des motoneurones de la corne 

antérieure de la moelle épinière lombaire. L’augmentation de l’IGF dans ce modèle a 

également permis de prolonger la durée de vie des souris (Lin et al., 2016). La transposition 

de ces résultats chez les patients atteints de la SLA semble être bénéfique puisque 

l’administration d’IGF-1 dans la moelle épinière de 9 patients a permis de retarder le déclin 

d’une partie des fonctions motrices sans effets secondaires (Nagano et al., 2005). Dans l’ASI, 

l’impact des traitements avec l’IGF-1 sont moins importants. Des souris modèles d’une ASI 

sévère ont été modifiées génétiquement pour surexprimer une isoforme de l’IGF-1 ne 

s’exprimant que dans le muscle (mIGF-1). Ces souris ont une espérance de vie légèrement 

supérieure aux souris non modifiées génétiquement au 15ème jour. Elles présentent une 

augmentation de la taille des fibres musculaires, classiquement atrophiées dans l’ASI, mais 

sans modification des capacités motrices (Bosch-Marcé et al., 2011). Une méthode 

d’administration intraveineuse d’un AVV1 codant l’IGF-1 humaine dans un permet 

d’augmenter légèrement le nombre de motoneurones dans la moelle épinière, d’augmenter la 

coordination motrice mais avec de modestes effets sur la durée de vie (Tsai et al., 2012). Enfin, 

l’injection intrapéritonéale d’une forme recombinante d’IGF-1 complexée avec l’IGFBP3 dans 

un modèle sévère d’ASI diminue la mort des motoneurones, augmente les fonctions motrices 

mais sans effets sur la durée de vie (Murdocca et al., 2012).  

La raison pour laquelle les traitements IGF-1 exercent de modestes effets dans les 

modèles ASI pourrait s’expliquer par la surexpression de son récepteur dans la moelle épinière 

(Biondi et al., 2015) ou le muscle (Bosch-Marcé et al., 2011). La surexpression de l’IGF-1R 

pourrait être responsable de l’activation de voies intracellulaires telles que ERK qui, nous 

l’avons démontré (Branchu et al., 2013), sont associées à une répression de l’expression de 
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SMN. Les traitements IGF-1 systémiques exerceraient donc des effets protecteurs pour les 

types cellulaires qui ne seraient pas concernés par la surexpression de l’IGF-1R et des effets 

plus restrictifs pour la moelle épinière et le muscle en raison de l’activation constitutive de voies 

intracellulaires comme ERK qui limiteraient l’action de l’IGF-1. 

Il serait intéressant de regarder l’effet de l’administration d’IGF-1 dans le modèle ASI 

de type 2 Igf1r +/- sur les voies de signalisation AKT et ERK. Il est envisageable que ce 

traitement entraine un effet synergiste avec la réduction d’expression de l’IGF-1R. 

 

Pour quelle raison la surexpression de l’IGF-1R est-elle associée à une activation de la 

voie ERK et une inhibition de niveau d’activation de la voie AKT ? 

La quantité d’IGF-1R à la surface de la cellule et son activité sont régulées par des 

mécanismes spécifiques d’internalisation et de recyclage (Prager et al., 1994; Salani et al., 

2010). La localisation du récepteur à l’IGF-1 à la membrane peut être dans des puits 

recouverts de clathrine (Yoneyama et al., 2013) ou bien dans les cavéoles (Salani et al., 2010). 

L’internalisation du récepteur favorise le recrutement des adapteurs des voies de signalisation 

comme IRS-1 et p66-SHC. La phosphorylation d’IRS-1 suite à l’activation de l’IGF-1R active 

la voie PI3K/AKT (Giorgetti et al., 1993; Martins et al., 2011) alors que la phosphorylation de 

la voie p66-SHC active la voie Ras/Raf/MEK/ERK (Giorgetti et al., 1994; Martins et al., 2011). 

Il a été montré que l’internalisation de l’IGF-1R dépendante des puits recouverts de clathrine 

favorise plutôt l’activation de la voie MEK/ERK tandis que la voie d’internalisation dépendante 

des cavéolines favorise plutôt la voie PI3K/AKT (Martins et al., 2011). Notre étude de la 

colocalisation du récepteur IGF-1R avec les protéines Cav-1 et Clathrine a montré que dans 

la moelle épinière des souris ASI, l’IGF-1R co-localise plus avec la cavéoline-1 que dans les 

souris contrôles. Nous observons l’inverse pour la co-localisation avec la clathrine. A partir de 

ces éléments, nous pouvons envisager que l’activation constitutive de la voie ERK mesurée 

dans la moelle épinière des souris ASI, est une conséquence de l’incapacité de l’IGF-1R à être 

internalisé par la voie des cavéolines. L’internalisation du récepteur utiliserait majoritairement 

les puits recouverts de clathrine et donc l’activation de la voie ERK plutôt que la voie AKT. 

Nous avons mesuré une diminution de l’expression de la protéine cavéoline-1 dans la moelle 

épinière des souris ASI par rapport aux souris contrôles et nous rapportons dans l’Article 2, 

une altération de l’homéostasie du cholestérol associée à une chute de la concentration en 

cholestérol dans la moelle épinière de souris ASI de type 2. De plus, nous avons démontré 

que l’expression de l’IGF-1R était augmentée dans la moelle épinière de souris ASI mais nous 

n’avons pas évalué si son expression était plus importante à la membrane ou dans le 

cytoplasme. En considérant que le récepteur est accumulé à la membrane plasmique, nous 

pouvons nous demander si la diminution de la concentration en cholestérol peut affecter la 

localisation de l’IGF-1R à la membrane. Une diminution de la concentration en cholestérol 
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dans la membrane réduit la formation des rafts lipidiques et des cavéoles (Couet et al., 1997; 

Ludwig et al., 2013; Nystrom et al., 1999). Il serait nécessaire de vérifier cette hypothèse 

cependant, nous pouvons spéculer que dans l’ASI, la diminution de la biosynthèse de 

cholestérol se traduise par un appauvrissement des membranes en cholestérol. Par 

conséquent, la diminution de la fluidité membranaire liée à cet appauvrissement entrainerait 

une répartition abérrante du récepteur IGF-1R à la surface de la cellule qui s’accumule dans 

les cavéoles, ce qui expliquerait pourquoi nous observons une augmentation de la co-

localisation de l’IGF-1R avec la cavéoline-1 dans la moelle épinière des souris ASI.  

Il a été démontré qu’une diminution de la concentration en cholestérol membranaire 

entraine une chute de la phosphorylation d’AKT. Il en est de même avec une diminution de 

l’expression de Cav-1 (Lu et al., 2008b). Ces données confirmeraient nos résultats, cependant 

les auteurs de cette étude ont également évalué que la diminution en cholestérol membranaire 

entraine une diminution de la co-localisation de l’IGF-1R avec la cavéoline-1. Nous pouvons 

supposer qu’en fonction du niveau de diminution de  cholestérol dans la membrane et du type 

cellulaire, la colocalisation de l’IGF-1R avec la cavéoline-1 en sera différemment affectée.  

 

Figure 29: Schéma hypothétique du lien entre l’activation de la voie ERK, la surexpression de l’IGF-1R et l’altération du 
métabolisme du cholestérol. (A) La diminution du niveau d’expression des enzymes de la biosynthèse du cholestérol 
entrainerait un appauvrissement de la membrane plasmique en cholestérol. L’altération de l’architecture membranaire 
favoriserait l’internalisation dépendante des puits recouverts de clatherine qui stimule la voie ERK/Elk-1 et réprime la 
transcription de SMN. (B) La diminution de l’expression de l’IGF-1R permet de d’activer la voie AKT/CREB et de diminuer 
l’activité de la voie ERJK/Elk-1. L’activation de la voie AKT entraine une augmentation de l’expression de SMN ainsi que des 
enzymes de la biosynthèse du cholestérol participeraient ainsi à rétablir la fluidité membranaire et de potentialiser les effets 
de l’invalidation génétique de l’IGF-1R. 
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Pourquoi la diminution d’expression de l’IGF-1R est-elle associée à une augmentation 

du niveau d’activation de la voie AKT ?  

L’induction d’un KO conditionnel pour l’IGF-1R dans des précurseurs adultes 

neuronaux induit soit une diminution du niveau d’activation de la voie ERK ou de la voie AKT 

selon le devenir des cellules. Dans les precurseurs neuronaux, la délétion de l’IGF-1R entraine 

une diminution du niveau de phosphorylation d’AKT alors que les neurones issus de ces 

cellules souches neuronales présentent une diminution de la phosphorylation de ERK (Chaker 

et al., 2015). Dans une autre étude, l’invalidation génétique totale de l’IGF-1R dans des 

fibroblastes a entrainé une diminution simultanée de l’activation des voies AKT et ERK 

(Holzenberger et al., 2003).  

Il est connu que les voies de signalisation AKT et ERK peuvent subir une activation 

simultanée synergiste (Brami-Cherrier et al., 2002; Rommel et al., 1999) ou bien exercer des 

effets opposés. C’est notamment le cas dans des neurones granulaires pour lequels 

l’activation des voies de signalisation par le VEGF entraine une inhibition de la voie AKT et 

une activation de la voie ERK (Cui et al., 2011). De plus, des expériences d’inhibition 

spécifique de la voie ERK/Elk-1 avec le U0126 entraine une activation de la voie AKT/CREB 

dans la moelle épinière de souris ASI de type 1 (Branchu et al., 2013). L’ensemble de ces 

données semblent indiquer que les voies ERK et AKT sont interconnectées dans la moelle 

épinière des souris ASI et que pour augmenter le niveau d’activation de la voie AKT il serait 

nécessaire de diminuer le niveau d’activation de la voie ERK. Ainsi, dans la moelle épinière 

des souris Igf1r +/-, la diminution du niveau d’activation de la voie ERK par un mécanisme 

précédemment proposé, permettrait la levée d’inhibition de la voie AKT et son activation 

neuroprotectrice.  

 

Le lien entre les altérations des voies de signalisations ERK et AKT et une perturbation de 

l’homéostasie du cholestérol n’a pas été clairement établi dans les pathologies 

neurodégénératives. L’altération des voies de signalisation intracellulaires sont-elles à 

l’origine de la dérégulation de l’homéostasie du cholestérol ? Les voies intracellulaires 

ERK et AKT contrôlent-t-elles l’homéostasie du cholestérol dans l’ASI ? 

Il a été démontré que le facteur de transcription SREBP2 est un substart de la voie 

MAPK/ERK activée par l’insuline (Kotzka et al., 2004; Roth et al., 2000). La phosphorylation 

de SREBP2 par ERK n’influence pas sa liaison avec les éléments de réponses sur l’ADN mais 

stimule la transcactivation de ses gènes cibles. Ces résultats sont peu concordants avec ce 

que l’on observe dans les moelles de souris ASI car une la suractivation de la voie ERK/Elk-1 

n’entraine visiblement pas d’activation des gènes cibles de SREBP2 à savoir HMGCR, SQLE 

ou DHCR24. Il est connu que Elk-1 peut recruter un complexe mSin3A-histone deacetylase 

corepressor complex qui, par son action de déacétylation de la chromatine va réprimer la 
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transcription (Yang et al., 2001). Nous pouvons envisager qu’il existe des mécanismes de 

répression de l’action de SREBP2 par la suractivation de ERK dans la moelle épinière des 

souris ASI de type 2. En revanche, une autre étude démontre que la voie PI3K/AKT est 

capable d’activer SREBP1 et SREBP2 (Shi et al., 2016). Dans la moelle épinière des souris 

ASI, la réduction d’expression de l’IGF-1R et l’activation de la voie AKT pourrait être à l’origine 

de l’activation de SREBP2. Cette activation entrainerait l’augmentation de la transcription des 

gènes HMGCR, SQLE et DHCR24 ce qui restaurerait le niveau de cholestérol.   

  

Comment peut-on expliquer l’augmentation de l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits 

SMN ?  

Nous avons montré que dans la moelle épinière des souris ASI Igf1r +/-, l’augmentation 

d’activation du facteur de transcription CREB est associée à une augmentation de sa fixation 

sur le promoteur du gène SMN2. Nous observons l’effet inverse pour Elk-1 dont le niveau de 

phosphorylation et sa fixation sur le promoteur du gène SMN2 sont diminués suite à la 

réduction de l’expression de l’IGF-1R (Article 1 Fig.7).  

  

Ces évènements moléculaires aboutissent à une augmentation du niveau d’expression 

de SMN dans la moelle épinière des souris ASI de type 2. L’augmentation de la quantité de 

protéine SMN mesurée dans la moelle épinière de souris ASI Igf1r+/- est corrélée à une 

augmentation du taux de transcrits SMN totaux (Article 1 Fig. 3J) et une augmentation de la 

quantité de transcrits contenant l’exon 7 (Article 2 Fig. 3I). Il semblerait que la réduction de 

Figure 30: La modulation du niveau d’expression de l’IGF-1R est suffisante pour 
restaurer le profil d’activation des voies de signalization AKT/CREB et ERK/Elk-1, 

induisant une augmentation de l’expression de SMN chez la souris (Biondi et al., 2015). 
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l’expression de l’IGF-1R induise à la fois une augmentation de la transcription du gène SMN2 

ou de la stabiltié des ARNm SMN2 et une modulation des évènements post-transcriptionnels 

d’épissage du transcrit. Nos résultats d’expérience de ChIP montrant une augmentation de la 

fixation de CREB sur le promoteur du gène SMN2 semblent indiquer que l’augmentation de la 

quantité de transcrits SMN2 serait liée à une activation de la transcription du gène SMN2. Une 

étude par ailleurs démontré l’implication de CREB dans la transcription du gène SMN2 

(Majumder et al., 2004). En revanche, l’implication de CREB en tant que modulateur de 

l’inclusion n’a pas encore été démontrée.   

Les résultats publiés en 2010 par mon laboratoire d’acceuil ont démontré qu’un 

traitement intrathécal avec du NMDA chez les souris ASI de type 2 induit une augmentation 

de l’expression de la protéine SMN associée à une augmentation du taux d’inclusion de l’exon 

7 dans les transcrits SMN sans modification de la quantité de transcrits SMN totaux. De plus, 

dans les souris ASI traitées avec du NMDA, l’augmentation d’expression de SMN est associée 

à une activation de CREB (Biondi et al., 2010). Il semblerait donc qu’il existe un mécanisme 

commun de modulation de l’épissage des transcrits SMN, dans lequel CREB interviendrait.  

La régulation de l’épissage des exons dépend d’un grand nombre de facteurs tels que la 

vitesse de transcription, le degré de compaction de la chromatine ou la liaison des RBPs (Fu 

and Ares, 2014; Kornblihtt et al., 2013; Naftelberg et al., 2015). L’augmentation de la 

méthylation et donc la compaction de l’ADN, peut favoriser le recrutement du répresseur de 

l’inclusion PTB via la protéine adaptatrice MRG15. Ce répresseur est responsable de l’excision 

d’un exon alternatif d’un transcrit (Luco et al., 2010). Il a été démontré que laboratoire que 

dans la moelle épinière des souris ASI de type 2, l’augmentation de la fixation de CREB sur le 

promoteur du gène SMN2 est associée à une diminution de la fixation de Elk-1 sur ce 

promoteur suite aux traitements NMDA ou à la réduction de l’IGF-1R (Biondi et al., 2015; 

Branchu et al., 2013). Comme abordé précemment l’activation de Elk-1 est suseptible de 

recruter des HDAC qui vont réprimer l’accessibilité des gènes aux machineries de transcription 

(Yang et al., 2001). Nous pouvons donc spéculer que la diminution de la fixation de Elk-1 sur 

le promoteur du gène SMN2, suite à l’activation de CREB, permet d’augmenter les 

évènements d’épissage et donc l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN. 

L’épissage des ARN est un évènement couplé à la transcription (Maniatis and Reed, 

2002; Montes et al., 2012). Cela implique, entre autre, que l’excision des introns et des exons 

alternatifs est déterminée par le rythme auquel les sites d’épissage et de régulation d’épissage 

émergent durant la transcription (Kornblihtt et al., 2013). Il est connu que réduire la vitesse 

d’élongation de l’ARN polymerase II peut être associée au recrutement de facteurs inhibant 

l’inclusion d’exon et qu’augmenter la vitesse de transcription empêche ce facteur de se fixer 

et donc d’augmenter l’inclusion (Dutertre et al., 2010; Solier et al., 2010). Par conséquent, 

nous pouvons envisager que la fixation de CREB sur le promoteur du gène SMN2 puisse 
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augmenter la vitesse d’élongation de l’ARN polymerase II et l’inclusion de l’exon 7 dans les 

transcrits SMN. 

 

La protéine DHCR24 permet-elle de moduler le stress oxydant dans l’ASI ? 

L’implication du stress oxydant dans l’ASI est débattue. En effet, une étude a évalué 

que des astrocytes déficients pour la protéine SMN devienennt réactifs (processus selon 

lequel les cellules modifient leur métabolisme, cytosquelette et peuvent sécréter des facteurs 

pro-apoptotiques dans des conditions de stress) mais ne présentent pas de stress oxydant 

(Patitucci and Ebert, 2016). D’autres travaux démontrent que le potentiel membranaire 

mitochondrial est altéré dans les motoneurones de souris ASI et que cette dérégulation est 

associée avec une augmentation du stress oxydant (Miller et al., 2016).  

Le niveau d’expression de DHCR24 est associé à une modulation du stress oxydant (Crameri 

et al., 2006; Kuehnle et al., 2008; Luciani et al., 2008; Wu et al., 2004). Nous résultats montrent 

que le niveau d’expression de DHCR24 est diminué dans 3 modèles de sévérité d’ASI chez la 

souris et dans les fibroblastes de patients ASI de type 1. Nous pouvons envisager que le faible 

niveau d’expression de l’enzyme est à l’origine de l’incapacité de certains types cellulaires à 

lutter contre le stres oyxant. Hypothétiquement, les motoneurones des souris ASI seraient 

particulièrement visés par ce phénomène. En effet, nous montrons que la proportion de 

motoneurones présentant un marquage pour DHCR24 dans le cytoplasme est plus importante 

dans les souris ASI que chez le contrôle. Inversement, un pourcentage plus faible de 

motoneurones sont marqués pour DHCR24 dans le noyau dans la moelle épinière de souris 

ASI. Or, pour lutter contre le stress oxydant, la présence de DHCR24 dans le noyau est requise 

(Battista et al., 2009). Ainsi, les motoneurones seraient plus vulnérables face à un stress 

oxydant en raison d’un défaut de localisation de la protéine DHCR24.  

L’action antioxydante de l’enzyme permettrait de diminuer directement la présence d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) à l’origine du stress oxydant (Lu et al., 2008a). Selon leurs 

résultats, la partie N-terminale, contenant le domaine conférant à l’enzyme ses capacités 

oxydorecuctrices est responsable de l’élimination des ROS. Une autre étude a montré que 

l’infection de cellules neuronales de souris avec un AVV-DHCR24 a permis d’éliminer l’excès 

de ROS et de dimimuer l’apoptose (Lu et al., 2014). Nous pouvons spéculer que la diminution 

d’expression de DHCR24 dans les motoneurones puisse impacter leur capacité à éliminer les 

ROS et donc à augmenter le stress oxydant.  

 

Comment l’enzyme DHCR24 intervient-elle dans la modulation de l’expression de 

SMN ?  

Les travaux menés dans l’Article 2 ont permis de démontrer l’implication d’une enzyme 

de la biosynthèse du cholestérol dans le contrôle de l’expression de SMN. Une augmentation 
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de l’expression de DHCR24 dans les fibroblastes de patients ASI de type 1 induit une 

augmentation de l’expression de la protéine SMN (Article 2 Fig. 6). Les expériences de co-

immuno précipitation de la protéine DHCR24 démontrent, que dans nos conditions,  la protéine 

DHCR24 ne fixe pas les ARN issu du gène SMN2, ni la protéine SMN elle-même. C’est donc 

qu’il existe un autre mécanisme à l’origine de l’augmentation de l’expression de SMN. Le 

traitement avec le triparanol (MER/29) provoque une chute d’expression de SMN (Article 2 

Fig. 5). Or cette molécule n’induit pas de modification du niveau d’expression de  DHCR24 

mais inhibe son activité enzymatique, ce qui a pour conséquence de diminuer la biosynthèse 

du cholestérol. Nous n’avons pas quantifié le cholestérol dans les fibroblastes contrôles avant 

et après traitement mais nous pouvons avancer que le niveau de cholestérol est plus bas dans 

les cellules traitées. En effet, le niveau d’expression de DHCR24 et HMGCR est augmenté 

suite au traitement (Article 2 Fig. 5D et E), deux enzymes cibles du facteur de transcription 

SREBP2 en cas de diminution du taux de cholestérol. Nous pouvons spéculer que le contrôle 

de l’expression de SMN est dépendant d’une augmentation ou d’une diminution du cholestérol 

dans les fibroblastes. Chez le contrôle, la chute de cholestérol suite au traitement entrainerait 

une diminution de l’expression de SMN et la surexpression de DHCR24 dans les fibroblastes 

ASI permettrait de restaurer le niveau de cholestérol et induit une augmentation de l’expression 

de SMN. Le cholestérol modulerait, par exemple, l’activation de voies de signalisation connues 

pour contrôler l’expression de SMN, telles que les voies AKT/CREB et ERK/Elk-1. 

 

La perte de fonction de SMN est-elle responsable d’un épissage alternatif abbérant des 

transcrits codant pour les enzymes de la voie de biosynthèse du cholestérol ? 

La protéine SMN intervient, entre autre, dans l’assamblage des composants du 

splicéosome, impliqué dans la machinerie d’épissage des ARN (Gubitz et al., 2004). En effet, 

des altérations de l’épissage des ARNm ont été observées dans des cellules « motorneuron-

like » déficientes en protéine SMN (Custer et al., 2016). Nos expériences ont révélé que le 

taux d’inclusion de l’exon 13 dans les transcrits HMGCR est diminué dans la moelle épinière 

des souris ASI de type 2 par rapport aux souris contrôles (Article 2 Fig. 2I), suggérant une 

diminution d’activité de l’enzyme HMGCR. Ces données sont surprenantes compte tenu de la 

littérature décrivant une augmentation de l’épissage de plusieurs transcrits codant pour des 

protéines impliquées dans l’homéostasie du cholestérol en cas d’appauvrissement en 

cholestérol membranaire.  Les transcrits issus des gènes codant pour HMGCR et le récepteur 

aux LDL subissent un épissage alternatif en cas de déplétion en cholestérol et qui est aboli en 

cas d’excès de cholestérol. Pour l’enzyme HMGCR, l’excision de l’exon 13 diminue son activité 

enzymatique (Medina et al., 2011; Yu et al., 2014) tandis que pour le LDLR, l’épissage des 

exons 4 et 12 diminue sa localisation membranaire et son internalisation (Holla et al., 2009; 

Zhu et al., 2007). Nous pouvons suggérer qu’un système d’épissage abbérant, lié au manque 
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de protéine SMN, soit à l’origine de l’excision de l’exon 13 de HMGCR, alors que le contenu 

en cholestérol en bas.  

 

L’altération du métabolisme du cholestérol concerne-t-elle tous les types cellulaires de 

la moelle épinière des souris ASI ? 

Nous avons réalisé, pour la première fois, une étude de l’expression de l’enzyme 

DHCR24 dans la moelle épinière de souris. Les résultats obtenus dans la moelle épinière des 

souris contrôles à 12 jours montrent qu’un marquage pour la protéine DHCR24 est retrouvé 

dans les trois types cellulaires étudiés à savoir, les astrocytes, les oligodendrocytes ainsi que 

les motoneurones. Nous n’avons pas évalué le niveau d’expression de l’enzyme pour chaque 

type cellulaire cependant, les immunomarquages de l’enzyme indiquent un marquage intense 

de DHCR24 dans les motoneurones et les oligodendrocytes, alors que le marquage 

astrocytaire semble être nettement plus faible.  

Afin d’expliquer pourquoi les astrocytes exprimeraient moins l’enzyme DHCR24 nous 

pouvons proposer deux hypothèses. La première serait que les motoneurones et les 

oligodendrocytes de la moelle épinière reposent sur un mode de production différent des 

astrocytes. Il a été montré que l’équipement enzymatique pour la biosynthèse de cholestérol 

des astrocytes et des neurones n’est pas identique. Par exemple, les enzymes SLQE et 

NSDHL sont plus fortement exprimées dans les neurones que les astrocytes (Nieweg et al., 

2009). Deuxièmement, les souris ont été prélevées 12 jours après la naissance, elles sont 

donc encore en période de développement. Nous pouvons envisager qu’à cette période du 

développement de la souris, les motoneurones reposent sur leur propre synthèse du 

cholestérol et qu’ils n’ont pas besoin d’un approvisionnement des astrocytes qui limiteraient 

donc leur synthèse de cholestérol contrairement à l’âge adulte.  

La chute d’expression de plusieurs enzymes de la biosynthèse du cholestérol et 

l’altération de la concentration du cholestérol et ses intermédiaires que nous rapportons dans 

l’article 2 concernent l’ensemble de la moelle épinière lombaire. Nous ne savons pas si tous 

les types cellulaires sont affectés, et s’ils le sont, dans quelle mesure cela est délétère pour 

les souris ASI. Tous les types cellulaires nécessitent que l’homéostasie du cholestérol soit 

contrôlée afin de fonctionner correctement, cependant les neurones sont particulièrement 

affectés par une altération du métabolisme du cholestérol comme le démontre le lien entre 

neurodégénérescence et modification du métabolisme du cholestérol. Les motoneurones 

représentent une faible proportion du nombre de cellules de la moelle épinière, par conséquent 

une différence d’expression des enzymes de la biosyntèse du cholestérol uniquement dans ce 

type cellulaire serait difficilement mesurable avec les méthodes que nous avons utilisées (RT-

PCR et Western immuno-blot). Il est plus probable que les altérations de l’homéostasie du 

cholestérol que nous rapportons affectent l’ensemble des cellules mais que les motoneurones 
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soient plus vulnérables à ces perturbations. Afin de vérifier l’éventuelle spécificité cellulaire 

d’une diminution d’expression des enzymes de la biosynthèse du cholestérol il serait 

intéressant de réaliser une expérience de tri-cellulaire par FACS fin d’isoler chaque type de 

population cellulaire et d’évaluer dans chacun d’entre eux le niveau d’expression des enzymes 

de la biosynthèse du cholestérol. 

 

Le LXR joue-t--il un rôle neuroprotecteur dans l’ASI ? Son activation est-elle 

responsable de l’augmentation de l’expression de SMN ? 

Nous avons prouvé qu’un traitement avec un dérivé oxydé du cholestérol, le 25-OHC, 

induisait une augmentation de l’expresison de SMN dans des fibroblastes de patient ASI 

(Résultats complémentaires des Articles 1 et 2). L’augmentation de l’expresison de SMN suite 

à ce traitement est associée à une augmentation de la quantité de transcrits SMN totaux mais 

également avec une augmentation du taux d’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN. 

Nous avons également mis en évidence que les effets du 25-OHC sont dépendant du LXR 

puisque diminuer l’expression des deux isoformes alpha et beta du LXR supprime 

l’augmentation de l’expression de SMN suite au traitement. Le LXR régule-t-il directement 

l’expression de SMN. Il est envisageable que l’activation du LXR par le 25-OHC entraine 

l’hétérodimérisation du LXR avec le RXR sur le site putatif pour le RXR que nous avons 

identifié. Il faudrait vérifier par des expériences de précipitation de la chromatine que (1) le 

LXR puisse se fixer sur le promoteur de SMN2 et (2) que sa fixation soit responsable de 

l’augmentation d’expression de SMN. L’enzyme DHCR24 est une cible transcriptionnelle du 

LXR. Il existe dans le deuxième intron du gène DHCR24 une séquence de fixation pour le LXR 

(Wang et al., 2008). L’activation du LXR serait donc bénéfique pour plusieurs raisons. La 

première serait à travers un contrôle de l’expression de SMN directement, la seconde par 

l’activation de l’expression de DHCR24 qui, nous l’avons démontré, peut augmenter le niveau 

d’expression de SMN.  

Nous pouvons également formuler l’hypothèse selon laquelle, la surexpression de 

l’enzyme DHCR24 dans les fibroblastes de patients ASI permettrait de rétablir un flux de 

synthèse du cholestérol, qui augmenterait la production de 25-OHC. Le 25-OHC, en se fixant 

sur le LXR permettrait d’activer la transcription du gène SMN2 et par conséquent la quantité 

de protéine SMN produite (Figure 31). Nous ne sommes pas parvenus à détecter l’expression 

de l’enzyme CYP46A1 dans les fibroblastes de patients ASI. Ce résultat était attendu puisque 

la CYP46A1 est exprimée quasi-exclusivement par les neurones. Ainsi des résultast similaires 

seraient attendus avec l’oxystérol 24-OHC dans des cellules neuronales.  
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Les effets neuroprotecteurs du LXR ont d’ailleurs été démontrés dans un modèle murin 

de la maladie d’Alzheimer. Un traitement avec un agoniste du LXR permet de réduire 

drastiquement les plaques de peptide Ab et d’augmenter les capacités mémorielles en activant 

l’expression du transporteur ABCA1 et de l’apoE (Jiang et al., 2008). Dans un autre modèle 

de la maladie, l’activation du LXR a induit l’expression de la protéine Syn1, impliquée dans la 

synaptogénèse et qui est normalement altérée par l’aggrégation de l’Ab (Sandoval-Hernández 

et al., 2015). D’autre part, une étude a démontré que la forme sauvage de la protéine huntingtin 

pouvait agir comme co-facteur du LXR et augmenter l’expression de ses gènes cibles. En 

revanche, la forme mutée de l’huntingtin n’interagit que faiblement avec le récepteur nucléaire 

(Futter et al., 2009). L’expression de la forme mutée de l’huntingtin dans la maladie 

d’Huntington serait donc en partie responsable de l’incapacité du LXR à réguler l’expression 

des gènes impliqués dans l’homéostasie du cholestérol. En effet, un grand nombre des cibles 

transcriptionnelles du LXR qui participent à la régulation de l’homéostasie du cholestérol 

(SREBP, ABCA1, HMGCR, ApoE) sont altérées dans les maladies d’Alzheimer, d’Hungtinton 

et comme nous l’avons démontré, dans l’ASI également. Le LXR constituerait donc une cible 

thérapeutique intéressante pour les maladies neurodégénératives en induisant l’expression 

des gènes permettant de restaurer le métabolisme du cholestérol.  

 

 

Figure 31: Schéma récapitulant le mécanisme possible par lequel la surexpression de DHCR24 induirait une augmentation de 
l'expression de SMN dans les fibroblastes de patient ASI. (A) Dans des fibroblastes le faible niveau d’expression de DHCR24 
induirait une faible production de 25-OHC qui n’est pas suffisante pour activer l’expression de SMN. (B) La surexpression de 
DHCR24 dans les fibroblastes ASI permet de rétablir le flux métabolique du cholestérol et la production de 25-OHC. Le 25-
OHC se fixerait alors sur le site putatif de liaison du RXR pour activer la transcription du gène SMN2. 
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Le desmostérol est-il neurotoxique ou neuroprotecteur ? 

Des variations du taux de desmostérol sont observées lorsque l’enzyme DHCR24 n’est 

pas exprimée correctement. C’est le cas de patients atteints de desmosterolose, maladie 

caractérisée par une mutation du gène DHCR24, qui présentent des taux élevés de 

desmostérol circulant (Andersson et al., 2002; Waterham et al., 2001). De même, une 

diminution de l’expression de DHCR24 est associée à une augmentation de desmostérol dans 

le putamen post-mortem de patients atteints de la maladie d’Huntington (Kreilaus et al., 2015). 

A l’inverse, un taux anormalement bas de desmostérol est retrouvé dans le cerveau 

(Wisniewski et al., 2013) ou le plasma de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Sato et 

al., 2012).  

Plusieurs arguments alimentent l’hypothèse selon laquelle le desmostérol serait 

neuroprotecteur. Premièrement, une accumulation de desmostérol semble être un phénomène 

physiologique puisque son augmentation dans le cerveau en développement a été rapportée 

dans plusieurs espèces dont la souris (Quan et al., 2003) et l’homme (Dennick et al., 1973). 

Des chercheurs ont rapporté que la concentration en desmostérol augmente avant les 

périodes de myélination, mais les mécanismes impliqués et l’intérêt physiologique n’ont pas 

été élucidés (Fumagalli and Paoletti, 1963). Deuxièmement, la structure moléculaire proche 

du desmostérol lui permet de remplacer le cholestérol dans la membrane et induit la 

prolifération cellulaire de cellules KO pour l’enzyme DHCR24 (Rodríguez-Acebes et al., 2009). 

Enfin, le desmostérol est un activateur puissant du LXR (Spann et al., 2012; Yang et al., 

2006b). L’activation du LXR par le desmostérol permettrait de réduire les processus 

inflammatoires et d’induire une neuroprotection (Morales et al., 2008; Spann et al., 2012). Tous 

ces éléments portent à croire que le desmostérol serait plutôt neuroprotecteur.  

Nous démontrons dans l’Article 2 que dans la moelle épinière des souris ASI de type 

2, le niveau de desmostérol est plus haut que chez les souris contrôles. La réduction de l’IGF-

1R  a permis de diminuer ce taux de desmostérol. Nous pouvons donc nous demander si 

l’augmentation de desmostérol, dans des contextes pathologiques, ne résulte pas d’un 

mécanisme compensatoire visant à restaurer l’homéostasie du cholestérol.  
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Perspectives 
 

Dans l’article 1, nous démontrons que la réduction de l’expression de l’IGF-1R dans la 

moelle épinière de souris ASI de type 2 entraine à la fois une augmentation de l’inclusion de 

l’exon 7 dans les transcrits SMN et le taux de transcrits SMN totaux. L’augmentation de la 

quantité totale de transcrits est surement attribuable à la fixation de CREB sur le promoteur 

de SMN mais son implication dans la modulation de l’épissage n’a été démontrée. Afin 

d’identifier les acteurs moléculaires impliqués dans cette modulation, il serait intéressant 

d’étudier des protéines connues pour être impliquées dans l’épissage alternatif de SMN. 

La protéine hnRNP G favorise l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN en entrant 

en interaction avec la protéine SR-like Htra2-beta1 (Hofmann and Wirth, 2002; Hofmann et al., 

2000). Nous pourrions ainsi réaliser dans un premier temps une analyse du profil d’activation 

des protéines hnRNP G et Htra2-beta1 entre de souris ASI Igf1r +/+ en comparaison des souris 

ASI Igf1r+/-. L’activation de l’une ou l’autre de ces protéines suite à la réduction de l’IGF-1R 

ne serait pas forcément impliquée dans une modification d’épissage des transcrits SMN2. 

C’est pour cela que dans un second temps, il serait judicieux d’effectuer une expérience 

d’immuno-précipitation de ces deux protéines et de vérifier si dans les souris ASI Igf1r +/- nous 

mesurons une quantité de transcrits SMN2  associée à ces deux protéines plus importante 

que chez les souris ASI Igf1r +/+.  

Nous discutions précédemment de l’implication du cholestérol dans l’amélioration du 

phénotype des souris suite à la réduction de l’IGF-1R. Afin d’élucider plus en détail les 

mécanismes impliqués nous pourrions réaliser plusieurs analyses.  

Nous pourrions évaluer l’effet de l’invalidation génétique partielle de l’IGF-1R sur les 

voies de signalisation AKT/CREB et ERK/Elk-1 dans une condition où la biosynthèse du 

cholestérol est inhibée pharmacologiquement. Pour cela, nous pouvons proposer un 

traitement avec une molécule capable de diminuer la synthèse de cholestérol in vivo. C’est le 

cas de la simvastatine, une statine inhibant l’activité de l’enzyme HMGCR et capable de 

traverser la barrière hémato-encéphalique pour agir au niveau du SNC (Fang et al., 2017). 

Nous pouvons proposer de traiter des souris ASI Igf1r+/- dès la naissance avec la simvastatine 

et évaluer le niveau d’activation des voies intracellulaires ERK et AKT ainsi que le niveau 

d’expression de SMN à 12 jours. 

Les résultats que nous avons obtenus concernant les dérégulations du métabolisme 

du cholestérol dans un contexte d’ASI permettent de mieux appréhender le contexte 

métabolique de la pathologie. La compréhension du contexte physiologique d’une pathologie 
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est essentielle à la découverte de nouvelles approches thérapeutiques. Dans un premier 

temps, il serait nécessaire d’étendre les analyses de l’homéostasie du cholestérol du modèle 

murin aux patients atteints d’ASI. La découverte d’une tendance à la diminution du 24-OHC 

dans le sérum de patient ASI pourrait indiquer que le SNC est affecté par une altération du 

métabolisme du cholestérol. La synthèse du cholestérol du SNC étant indépendante de la 

périphérie, il est envisageable qu’une dérégulation du métabolisme du cholestérol ne concerne 

que la moelle épinière.  

La portée thérapeutique directe de nos résultats est limitée. En effet, sur la base de 

nos découvertes, il faudrait parvenir à stimuler la voie de biosynthèse du cholestérol 

spécifiquement dans le SNC. D’une part, la majorité des traitements concernant la modulation 

du cholestérol consistent à inhiber sa voie de biosynthèse. D’autre part, il faudrait parvenir à 

ne cibler que le SNC car une accumulation de cholestérol dans la circulation périphérique 

aurait des effets négatifs comme l’augmentation des risques d’accidents cardiovasculaires. La 

surexpression de l’enzyme DHCR24 dans les cellules de patients ASI a induit une 

augmentation de l’expression de SMN et du nombre de gems. Afin de consolider nos résultats, 

il serait intéressant de réaliser une injection d’AAV contenant la séquence de l’enzyme 

DHCR24 directement dans la moelle épinière des souris ASI. Ce type d’expérience a d’ailleurs 

déjà été réalisé dans la maladie d’Huntington. L’injection d’AAV contenant la séquence de 

l’enzyme CYP46A1 dans des modèles murins de la maladie d’Huntington permet de restaurer 

la biosynthèse du cholestérol et d’induire une neuroprotection (Boussicault et al., 2016).  

La plupart des thérapies actuelles pour les patients atteints d’ASI consistent à augmenter 

l’expression d’une protéine SMN fonctionnelle dans la moelle épinière. Les approches visant 

à utiliser les oligonucléotides modificateurs d’épissages sont certes efficaces mais sont 

limitées aux patients pour lesquels l’augmentation de l’expression de SMN est encore efficace. 

Il est donc nécessaire de trouver des approches thérapeutiques permettant de traiter 

l’ensemble des patients atteints de la maladie. C’est notamment, une meilleure compréhension 

de la physiologie de l’ASI qui permettrait d’agir sur la pathologie de manière indépendante de 

l’expression de SMN, par exemple en protégeant les motoneurones de la mort cellulaire. 

Si la modulation du métabolisme du cholestérol s’avère bénéfique pour les patients, elle 

permettrait donc d’intervenir en complément des traitements déjà existants.  
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Annexes  

1. Liste des abbreviations utilisées dans le manuscrit 

 

24-OHC: 24S-hydroxycholesterol 

25-OHC: 25-hydrocholesterol 

27-OHC: 27-hydroxycholesterol 

AAV: adeno-associated virus 

ABCA1: ATP binding cassette A1 

ACAT-1: acetyl-coa acetyltransferase 

ADN : acide desoxyribonucleique 

ApoE: apolipoprotein E 

APP: amyloid precusor protein 

AR: androgen receptor 

ARN : acide ribonucleique 

ASI: amyotrophie spinale infantile 

ASO: antisens oligonucleotide 

Apeptide amyloïde  

Bcl-2: b-cell lymphoma 2 

BHE: barrière hématoencéphalique 

BMP: bone morphogenic proteins 

Cav: caveolin 

CB: cajal bodies 

ChAT: choline acetyltransferase 

CREB: cAMP response element binding 

protein 

DHCR24: 3-hydroxysterol 24-reductase 

ELK: ETS domain containing protein 

ERAD: endoplasmic reticulum associated 

protein degradation 

ERK: extracellular signal regulated 

kinases 

ESE: exonic splicing enhancer 

ESS: exonic splicing silencer 

FAD: flavine adenine dunucleotide 

dependant 

FDA: food and drug administration 

HDAC: histone deacetylase 

HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl 

coenzyme A reductase 

HPRT: hypoxanthine guanine 

phosphoribosyltransferase 

IGF: insulin-like growth factor 

IGFBP: insulin-like growth factor binding 

protein 

iPSCs : induced pluripotent stem cells 

IRS1: insulin receptor substrate 1 

LCR: liquide céphalorachidien 

LDL: low density lipoprotein 

LRP : low density lipoprotein receptor 
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LXR: Liver X Receptor 

MVD: mevalonate dehydrogenase 

NADPH: nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate 

NAIP: NLR family apoptosis inhibitory 

protein 

NMDA: N-methyl-D-aspartate 

NSDHL: NAD(P) dependent steroid 

dehydrogenase-like 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase 

PRC2: Polycom repressive complex-2 

RBP: RNA binding protein 

RE: reticulum endoplasmique 

RXR: Retinoic X Receptor 

SELADIN-1: selective alzheimer disease 

indicator 1 

SHC: src homology 2 domain containing 

SLA : sclérose latérale amyotrophique 

SMA: spinal muscular atrophy 

SMN: survival of motor neuron 

SNC: système nerveux central 

snRNP: small nuclear ribonucleoprotein 

SQLE: squalene synthase 

SRE: sterol regulatory element 

SREBP: sterol regulatory element-binding 

protein 

SSD: sterol sensing domain 

SSO: splice switching oligonucleotide 

TGF: transforming growth factor 
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Résumé 
Les amyotrophies spinales infantiles (ASI) sont des maladies génétiques autosomiques 

récessives caractérisées par une dégénérescence des motoneurones de la corne ventrale de 
la moelle épinière.  La mort des motoneurones spinaux entraine un déficit moteur 
principalement lié à une faiblesse des muscles proximaux. Le phénotype des patients atteints 
de cette maladie est très hétérogène. Ainsi, les ASI sont classées en trois types selon l’âge 
d’apparition des premiers symptômes et la sévérité des symptômes. L’origine de la maladie 
est une mutation du gène Survival of Motor Neuron (SMN) qui induit un déficit en protéine 
SMN. Il existe une copie SMN2 du gène qui, en raison d’un épissage alternatif, abouti à la 
formation d’un transcrit dont l’exon 7 est manquant dans 90% des cas. Or, cet exon code pour 
une partie du domaine d’oligomérisation de la protéine, qui la stabilise. Par conséquent, la 
majorité des transcrits provenant du gène SMN2 produisent une protéine SMN qui est peu 
fonctionnelle et rapidement dégradée. La protéine SMN est impliquée notamment dans le 
métabolisme des ARN, principalement dans l’assemblage des composants du spliceosome.  

Les études menées au laboratoire sur le modèle murin mimant une ASI de type 2 
développé par Hung Li en 2000 ont montré que la pratique d’un exercice de course 10 jours 
après la naissance permettait d’augmenter la durée de vie des animaux de 60% (Grondard, 
2005). Plus tard, des études moléculaires ont mis en évidence que, suite au protocole 
d’exercice physique ou bien par l’injection de NMDA dans la moelle épinière, la voie 
intracellulaire AKT/CREB est activée tandis que la voie ERK/Elk-1 est inhibée (Biondi et al., 
2008, 2010). Ces travaux ont permis d’identifier que la voie ERK/Elk-1 est constitutivement 
activée et que la voie AKT/CREB est inhibée dans la moelle épinière des souris ASI par rapport 
au souris contrôles. 

Nous avons montré que le niveau d’expression du récepteur à l’IGF-1 est augmentée 
dans la moelle épinière des souris ASI de type 2 et que la pratique de l’exercice physique 
permet de réduire son expression. L’IGF-1R est connu pour moduler l’activité des voies de 
signalisation AKT/CREB, ERK/Elk-1. Nous avons partiellement réduit le niveau d’expression 
de l’IGF-1R en croisant des souris ASI de type 2 avec des souris invalidées génétiquement 
pour un allèle du gène de l’Igf1r (Holzenberger et al., 2003). La réduction de l’IGF-1R a doublé 
la durée de vie des souris ASI de type 2 et augmenté les capacités motrices. Nous rapportons 
également une augmentation du nombre de motoneurones dans la moelle épinière ainsi 
qu’une augmentation de l’expression de SMN. L’augmentation d’expression de SMN est 
également associée à un inversement de la balance d’activation des voies AKT/CREB et 
ERK/Elk-1 dans la moelle épinière des souris ASI de type 2.  

Nous mettons en évidence, pour la première fois, une altération de l’homéostasie du 
cholestérol dans l’ASI. La concentration en cholestérol et ses intermédiaires est perturbée 
dans la moelle épinière de souris ASI de type 2. Nous rapportons que cette altération est 
associée à une diminution de l’expression de plusieurs enzymes impliquées dans la 
biosynthèse du cholestérol dans trois modèles différents de souris ASI et dans des fibroblastes 
de patients ASI. Nous montrons que l’une des enzymes de la biosynthèse du cholestérol, 
DHCR24, est capable de moduler le niveau d’expression de SMN. L’inhibition de l’activité de 
cette enzyme dans des fibroblastes contrôles entraine une diminution de l’expression de SMN. 
A l’inverse, la surexpression de cette enzyme dans des fibroblastes de patients ASI permet 
d’augmenter le niveau d’expression de SMN et le nombre de gems dans le noyau. Par ailleurs, 
le trafic nucléocytoplasmique de DHCR24 est modifiée dans les motoneurones de souris ASI 
par rapport aux souris contrôles. La réduction de l’expression de l’IGF-1R permet de restaurer 
le niveau d’expression des enzymes de la voie de biosynthèse du cholestérol et de rétablir 
l’homéostasie du cholestérol dans la moelle épinière des souris ASI de type 2.  

Une meilleure compréhension des modifications physiologiques liées à la pathologie 
permettrait de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques complémentaires aux traitements 
déjà existants pour l’ASI.  


