
 
 

 

UNIVERSITÉ  FRANÇOIS – RABELAIS  DE  TOURS 
 

ÉCOLE DOCTORALE SSBCV 

INSERM U930 équipe « neurogénétique et neurométabolomique » 

 

THÈSE  présentée par : 

Audrey DANGOUMAU 
 

soutenue le : 15 octobre 2014 
 
 

pour obtenir le grade de : Docteur de l’université François – Rabelais de Tours 

Discipline/ Spécialité : Sciences de la vie et de la Santé 

 

Etude de la voie de la SUMOylation dans la 

Sclérose Latérale Amyotrophique associée à 

des mutations de SOD1 
 

THÈSE dirigée par : 
Mr VOURC’H Patrick MCU-PH, Université François – Rabelais de Tours 
 

RAPPORTEURS : 
Mr LUMBROSO Serge PU-PH, Université de Monptellier 
Mr MARTIN Stéphane CR CNRS, IPMC de Valbonne 

 

 

JURY : 
Mr ANDRES Christian PU-PH, Université François – Rabelais de Tours 
Mr CORCIA Philippe PU-PH, Université François – Rabelais de Tours 
Mr FERNAGUT Pierre-Olivier CR CNRS, Université de Bordeaux 
Mr LUMBROSO Serge PU-PH, Université de Monptellier 
Mr MARTIN Stéphane CR CNRS, IPMC de Valbonne 
Mr VOURC’H Patrick MCU-PH, Université François – Rabelais de Tours 



 

1 
 

REMERCIEMENTS 

Ils me font l’honneur d’être rapporteurs de cette thèse :  

Le Professeur Serge LUMBROSO, Chef de service du Laboratoire de Biochimie du CHU 

de Nîmes. 

Le Docteur Stéphane MARTIN, Chargé de recherche à l’Institut de Pharmacologie 

Moléculaire et Celluliare, CNRS UMR 7275 à Valbonne. 

 

Ils me font l’honneur d’être examinateurs de cette thèse : 

Le Professeur Christian ANDRES, Chef de service du Laboratoire de Biochimie et Biologie 

Moléculaire du CHRU Bretonneau de Tours et Directeur de l’équipe « Neurogénétique et 

Neurométabolomique » de l’INSERM U930, Université François Rabelais de Tours. 

Le Professeur Philippe CORCIA, Neurologue spécialiste de la Sclérose Latérale 

Amyotrophique au sein du CHRU Bretonneau de Tours. 

Le docteur Pierre-Olivier FERNAGUT, Chargé de Rechercher à l’Univeristé de Bordeaux. 

Le docteur Patrick VOURC’H, Maitre de Conférence des Universités au sein l’équipe 

« Neurogénétique et Neurométabolomique » de l’INSERM U930, Université François 

Rabelais de Tours. 

 

Merci au Professeur Denis GUILLOTEAU, Directeur de l’unité INSERM U930, pour 

m’avoir accueillie au sein de son unité. 

Merci au Professeur Christian ANDRES, de m’avoir accueilli au sein de son équipe. Vous                                                                   



 

2 
 

Merci au Docteur Patrick VOURC’H,  

Merci au Docteur Hélène BLASCO, tu as toujours été là pour m’encourager et me conforter 

dans mes choix. 

Merci au Docteur Frédéric LAUMONNIER, pour nos échanges formateurs. Tu as toujours 

été de bons conseils aussi bien aux niveaux des manips que de mes choix personnels. 

Merci au Docteur Emmanuel GYAN, mes premiers pas de recherche furent réalisés à tes 

côtés. Tu m’a transmits ta passion de la recherche, ses quelques mois à tes cotés furent très 

enrichissants et tu m’as permis de rencontrer Patrick.  

Merci aux filles, au docteur Sylviane MAROUILLAT, à Rose-Anne THEPAULT et à 

Cathy ANTAR, vous êtes un élément clé du laboratoire. Vous avez toujours été là pour 

m’écouter, m’encourager et parfois me remonter le moral et bien-sur aussi pour nos partis de 

fous rires.  

Merci aux Docteurs Patrick EMOND, Sylvie MAVEL et Lydie NADAL, pour votre bonne 

humeur au sein du laboratoire mais si vous êtes pour moi des extraterrestres  

Un grand merci à Charlotte VEYRAT-DUREBEX et Cinzia BOCCA. Nous formons le trio 

de choc du laboratoire. Comment vous remerciez ? Vous avez toujours été présentes pour moi 

dans les bons moments comme dans les moments de doute. Je n’oublierais jamais touts les 

moments passés ensemble à refaire le monde et toutes nos séances potins. 

Merci à Amélie PAPON, Servane ALLIROL, Hélène CUBEROS, Binta DIEME, 

Blandine MADJI-HOUNOUM. Depuis mon arrivée, notre bureau n’a fait que s’aggrandir 

avec vos arrivées, merci à vous toutes pour toutes nos parties de franches rigolades. Merci à 

Francois WURMSER, le seul mec parmi toutes ses filles, pour nos discussions parfois 

animées dans la salle de pause. 

Un grand merci à « mes » stagiaires, vous avez contribuez à l’élaboration de ces résultats. 

Une pensée particluière à la petite Audrey, Roxane et Paul.  



 

3 
 

Merci à vous, mes amis, Anne-Laurine PETIT-SANDROLINI, Clémence GROLLEAU, 

Gaëlle DUSCHESNE et Grégory PETIT, vous m’avez toujours soutenue et vous m’avez 

offert des moments de détente sans lesquels j’aurais eu du mal à avancer. Une passion 

commune nous a réunis à jamais.  

Merci au Docteur Daniel COLLETTA, depuis toute petite, tu as essayé de me transmettre le 

virus de la biologie, je crois que tu y es arrivé ! 

 

Je dédie cette thèse : 

A mes parents, vous êtes formidables, ne changez pas. 

A mes frères que j’aime de tout mon cœur. 

Au meilleur des maris, Grégoire, t’avoir à mes cotés est la meilleur des choses qui me soit 

arrivé.  

 



 

4 
 

RESUME 

 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative des 

motoneurones impliquant des facteurs environnementaux et génétiques. Notre étude porte sur 

l’étude des relations entre la voie de la SUMOylation post-traductionnelle des protéines et les 

effets du stress oxydant et de mutants SOD1.  

Nous montrons tout d’abord que 2 nouveaux mutants, SOD1
V31A

 et SOD1
E121G

 

identifiés chez des patients SLA à évolution lente, entraîne la formation d’agrégats cellulaires 

Ub/SUMO-positifs dans la lignée motoneuronale NSC-34. L’implication des voies de 

l’Ub/SUMO dans la formation des agrégats était suggérée. Nous montrons 1) que les NSC-34 

exposées à un stress oxydant et exprimant SOD1 mutée présentent une modification 

d’expression de plusieurs gènes des voies de l’Ub/SUMO ; 2) que l’expression de SOD1 

mutée réduit le pool de protéine SUMO1 libre dans les cellules motoneuronales, possible 

conséquence d’une séquestration dans les agrégats ; 3) qu’inhiber la SUMOylation de SOD1 

mutée réduit la quantité de cellules avec agrégats.  

Nos résultats indiquent que la voie de SUMO pourrait être une cible thérapeutique 

intéressante dans la SLA.  

Mots clés : SLA, motoneurones,  SOD1, agrégats, SUMO, ubiquitine  
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RESUME EN ANGLAIS 

 

 Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease of motor neurons 

involving a combination of environmental and genetic factors. Our work focuses on the 

relationship between the SUMOylation pathway and the effects of oxidative stress and SOD1 

mutants. 

 We first show that 2 new mutants, SOD1
V31A 

and SOD1
E121G

 identified in ALS 

patients with a slowly progressive disease, induce the formation of Ub/SUMO-positive 

aggregates in motor neuronal cells NSC-34. The implication of the Ub/SUMO pathways has 

been proposed in the formation of aggregates in ALS. We show 1) modification of expression 

of several genes of the Ub/SUMO pathways in NSC-34 exposed to oxidative stress and 

expressing various mutated SOD1 proteins; 2) that the expression of mutants SOD1 reduces 

free-SUMO1 concentration in motor neuronal cells, perhaps by a sequestration in aggregates; 

3) that the inhibition of SUMOylation of various mutants SOD1 reduces the amount of cells 

with aggregates. 

 Our results support further studies on the SUMO pathway that may lead to new 

therapeutic targets in ALS. 

Keywords: ALS, motor neuron, SOD1, aggregates, SUMO, Ubiquitin 
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GENERALITES 

I. La Sclérose Latérale Amyotrophique 

I.1. Historique 

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) connue également sous le nom de maladie 

de Charcot ou maladie de Lou Gehrig est une maladie neurodégénérative chronique 

caractérisée par la dégénérescence des motoneurones corticaux (motoneurones supérieurs) et 

des motoneurones bulbaires et spinaux (motoneurones inférieurs). 

Elle fut étudiée pour la première fois par le neurologue Guillaume Duchenne de 

Boulogne dans les années 1850, qui pensait que la maladie n'était que musculaire. La 

première démonstration d'une atteinte de la moelle épinière est faite en 1853 par le médecin 

Jean Cruveilhier au cours d'une autopsie, montrant une atrophie des racines antérieures. En 

1874, le neurologue Jean-Martin Charcot, établit avec précision les caractéristiques cliniques 

et pathologiques de la SLA.  

Le terme "Amyotrophique" se réfère à l'atrophie des fibres musculaires induite par la 

dégénérescence des neurones moteurs de la corne antérieure de la moelle épinière qui conduit 

à l'affaiblissement musculaire et à l'apparition de fasciculations. « Sclérose Latérale » se 

réfère au « durcissement » des tractus corticospinaux résultant de la dégénérescence des 

motoneurones et de leur remplacement par des cellules gliales  (Rowland and Shneider, 

2001). 

 

I.2. Clinique 

Le diagnostic de la SLA repose sur la coexistence de signes cliniques d'atteinte des 

motoneurones bulbaires et spinaux (motoneurones inférieurs, innervant directement les 

muscles) et des motoneurones corticaux (motoneurones supérieurs, connectés aux 

précédents), et sans signe d'atteinte des autres systèmes notamment sensitif, cérébelleux, extra 

pyramidal et cognitif. En fonction de la région d'atteinte initiale, on distingue deux formes de 

SLA, la forme spinale et la forme bulbaire. 

La forme spinale est due à la dégénérescence des motoneurones situés dans la moelle 

épinière. Elle est caractérisée par une atteinte de la motricité des membres supérieurs ou 

inférieurs, accompagnée par des fasciculations (contractions musculaires involontaires), des 



  La sclérose Latérale Amyotrophique 

17 
 

crampes et d'une sensation de raideur (ou ankylose) dans les articulations et les membres. 

Tous les membres finissent par être atteints, mais de façon asymétrique. Environ les deux tiers 

des patients atteints de SLA présentent une forme spinale de la maladie. La forme bulbaire 

correspond à la dégénérescence des motoneurones du tronc cérébral conduisant à des troubles 

de la parole et/ou de la déglutition. Ces deux formes cliniques peuvent se succéder ou se 

développer simultanément.  

La maladie progresse toujours vers une forme complète, caractérisée par l'atteinte des 

muscles des quatre membres, de la langue, du pharynx, du larynx et des muscles respiratoires. 

Elle conduit à une paralysie totale et à la mort due à un échec respiratoire et ce après 2 à 3 ans 

pour la forme bulbaire et 3 à 5 ans en moyenne pour la forme spinale.  

La SLA a longtemps été considérée comme une atteinte exclusive du système moteur. 

Toutefois, l'existence de troubles cognitifs chez 30 à 50% des patients suggère que les 

anomalies dépassent le système. Ces troubles cognitifs se caractérisent par une atteinte des 

fonctions exécutives telles que les troubles de la flexibilité mentale, de la mémoire de travail, 

les troubles attentionnels et la réduction de la fluence verbale (Murphy et al., 2007). 15 à 20% 

des patients SLA ayant des troubles cognitifs répondraient aux critères de démence fronto-

temporale (DFT). Des troubles du comportement tels que une apathie, une irritabilité et une 

désinhibition ont été également observés en association avec des troubles cognitifs ou de 

façon isolée chez 63% des patients (Grossman et al., 2007). 

Par conséquent, on peut distinguer 3 catégories de patients de SLA : les patients ayant 

une atteinte motrice pure, ceux ayant en plus des troubles cognitifs décelables et ceux ayant à 

la fois une SLA et une DFT. Ceci indique que les spectres cliniques de la SLA et de la DFT 

semblent se chevaucher. Les critères diagnostiques de la SLA ont été établis par la Fédération 

Mondiale de Neurologie (FMN) (critères El Escorial, 1994; critères révisés Airlie House, 

2000) (Brooks et al., 2000). Ces critères permettent d'établir un diagnostic avec des degrés 

variables de certitude. La SLA est alors classée en : cliniquement définitive, cliniquement 

probable et cliniquement possible (Tableau 1). Par contre, ces critères s'avèrent peu sensibles 

à l'usage, surtout au début de la maladie, pouvant retarder le diagnostic. Ils excluent aussi 

certaines formes cliniques et n'aident pas au diagnostic différentiel. D'autres analyses, 

notamment électrophysiologiques sont à présent considérées essentielles pour établir le 

diagnostic. 
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Diagnostic de SLA 

SLA cliniquement définitive: 

 signes d'atteinte des MNC et MNP: région bulbaire et 2 régions spinales ou 3 régions spinales 

SLA cliniquement probable:  

signes d'atteinte des MNC et MNP dans au moins 2 régions avec des signes d'atteintes du NMC 

rostral par rapport aux signes périphériques  

SLA cliniquement possible:  

Signes d'atteinte des MNP et MNC dans une seule région après exclusion des autres causes par 

neuroimagerie, électrophysiologie, investigations biologiques 

Ou 

Signes d'atteinte des MNC dans 2 régions ou plus après exclusion des autres causes par 

neuroimagerie, électrophysiologie, investigations biologiques 

Ou 

Signes d'atteinte des MNP rostral par rapport aux signes d'atteinte des MNC avec absence de 

preuves électrophysiologique d'atteinte des MNP dans d'autres régions et après exclusion des 

autres causes par neuroimagerie, électrophysiologie, investigations biologiques 

  

Tableau 1 : Critères révisés d’Airlie House, 1998 (Brooks et al. ; 2000) 

 

I.3. Epidémiologie 

L'incidence de la SLA sporadique est évaluée à 1,89 pour 100 000 individus par année 

en Europe et en Amérique du Nord. Quant à la prévalence moyenne, elle est estimée à 5,2 

pour 100 000 individus dans les pays occidentaux (Chiò, 2000). Bien que cette fréquence soit 

relativement uniforme dans les pays occidentaux, des foyers de fréquence plus élevée existent 

à l'ouest du pacifique : l'île de Guam, certaines îles de Micronésie et la péninsule de Kii, au 

Japon (Gajdusek and Salazar, 1982; Garruto et al., 1985). En l'absence de facteurs génétiques 

identifiés dans ces populations particulièrement touchées, des hypothèses incriminant des 

facteurs de risque environnementaux ont été avancées tels qu’une concentration 

anormalement élevée d'aluminium dans le sol ainsi que la consommation de Cycas Circinalis, 

plante contenant du cycade, un composé neurotoxique (Duncan et al., 1989; Gajdusek and 

Salazar, 1982; Garruto et al., 1985; Spencer, 1987). 

Le risque de développer une SLA sporadique est de 1 à 2 par 1000 individus 

(Chancellor et al., 1993, Traynor et al., 1999, Johnston et al., 2006). L'âge moyen d'apparition 

de la forme sporadique de la SLA varie de 55 à 64 ans et seulement 5% des cas développent la 
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maladie avant l'âge de 30 ans (Haverkamp et al., 1995). La moyenne de survie de la SLA est 

de 1 à 5 ans (Cleveland and Rothstein, 2001). Globalement, une plus forte prévalence existe 

chez les hommes (ratio H:F est 1,5:1) (McCombe and Henderson, 2010). Les dernières revues 

de la littérature qui se sont intéressées à l’épidémiologie de la SLA sont concordantes sur une 

implication de  facteurs de risque exogènes dans la SLA sporadique. Aucune association entre 

un facteur de risque environnemental et la SLA n’a pu être démontrée de manière 

convaincante et reproductible à ce jour. La discordance entre les résultats observés dans 

diverses études peut être expliquée en grande partie par des biais méthodologiques. Les 

résultats des travaux les plus récents suggèrent ainsi des interactions entre des facteurs  

environnementaux et des facteurs génétiques en intégrant l’âge, le moment et la durée 

d’exposition à ces facteurs de risques exogènes (Tableau 2).  

Facteurs de risque exogènes 

Exposition aux métaux lourds: 

 

Plomb 

  

 

Mercure 

  

 

Cuivre 

  

 

Sélénium 

  

 

Aluminium 

  

 

Cadmium 

  Exposition aux pesticides/herbicides 

 Exposition aux solvants 

  Facteurs traumatiques 

  Electrocution 

  
Modes de vie 

Tarvail agricole 

  Activité physique 

  Activités militaires 

  Consommation de tabac 

  Consommation d'alcool 

  Habitudes alimentaires : 

  

 

Régime pauvre en fibres 

 

 

Régime pauvre en Acides gras polyinsaturés 

 

Prise de glutamate 

 

 

Régime pauvre en vitamine E 

 

 

Régime pauvre en vitamine C 

 
Tableau 2 : Facteurs de risques exogènes de la Sclérose Latérale Amyotrophique (d’après Gil et al.; 

2007) 

Il aura nécessité plus de 80 ans après la description princeps de la SLA par le Dr 

Charcot pour que le concept de formes familiales de SLA (SLAf) soit reconnu, grâce aux 
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travaux de Mulder et Kurland en 1955 (Kurland and Mulder, 1955). 10 à 20 % des cas de 

SLA sont familiales (Camu et al., 1999). La transmission de ces formes familiales de SLA se 

fait souvent sur le mode autosomalique dominant et avec une forte pénétrance. Des cas de 

transmission autosomale récessive ont été décrits (Gros-Louis et al., 2006). La SLAf atteint 

également les hommes et les femmes, apparaît en moyenne 10 ans plus tôt que la forme 

sporadique et présente une durée de survie souvent plus courte  (Veltema et al., 1990).  

 

I.4. Caractéristiques histopathologiques et liquides biologiques 

I.4.1.  Tissu nerveux 

L’analyse autopsique des premiers cas de SLA décrits a permit de confirmer l’atteinte 

quasi exclusive des neurones moteurs en mettant en évidence une perte neuronale. La 

découverte par exemple, d’inclusions intraneuronales caractéristiques a ouvert des voies dans 

la compréhension des mécanismes physiopathologiques conduisant à la mort neuronale. Une 

des difficultés d’interprétation des lésions anatomopathologiques réside dans le fait que les 

autopsies concernent des patients en stade avancé ou terminal de la maladie et il est difficile 

d’établir clairement la chronologie des anomalies observées (Kato, 2008). 

Les formes sporadiques et familiales de SLA ont des anomalies anatomopathologiques 

similaires. Cependant, la nature des inclusions permet de distinguer deux types 

anatomopathologiques de formes familiales. Dans le premier cas les anomalies observées sont 

identiques à celles présentes dans les formes sporadiques, dans l’autre des inclusions 

spécifiques sont présentes et les cordons postérieurs sont atteints.  

La plupart des motoneurones restants comportent des modifications structurales 

macroscopiques et microscopiques. Ils deviennent basophiles et atrophiques, aspects qui 

peuvent témoigner de phase apopototique  (Martin, 1999). Plus fréquent, l’aspect 

d’achromasie qui correspond à une pauvreté ou une absence des corps de Nissl (agrégats de 

réticulum endoplasmique granuleux) s’en rapproche. 

Les anomalies microscopiques sont des inclusions intracellulaires. Les inclusions 

positives pour l’Ubiquitine sont les plus fréquentes. Elles constituent un marqueur de SLA 

sporadique (Ince et al., 1998, 2003; Piao et al., 2003). Le terme d’inclusion positifs pour 

l’Ubiquitine regroupe divers éléments allant d’un simple réseau de filaments jusqu’à des 

formes sphériques plus compactes de 5 à 25 μm de diamètre (Ince et al., 1998; Leigh et al., 
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1991). Parmi ces inclusions Ubiquitine positives, le type « skein-like » (en écheveau) est le 

plus fréquent et peut s’étendre aux dendrites (Leigh et al., 1991).  

Les corps de Bunina sont des inclusions cytoplasmiques plus petites (1-5 μm de 

diamètre), éosinophiles et présents dans environ 70% des formes familiales et sporadiques. 

Moins fréquentes que les inclusions Ubiquitine positives, ces corps de Bunina restent des 

éléments spécifiques (Leigh et al., 1991; Piao et al., 2003). Les marquages 

immunohistochimiques révèlent la présence de deux protéines dans ces corps: la cystatine C 

et la transferrine (Okamoto et al., 2008). Ils ne sont habituellement pas révélés par les 

anticorps dirigés contre l’Ubiquitine et les neurofilaments (Leigh et al., 1991) et sont TDP-43 

négatifs (Okamoto et al., 2008). Les corps de Bunina semblent être plus fréquents et plus gros 

chez des patients présentant une SLA avec démence (Okamoto, 2008). Ils sont présents dans 

les formes familiales non liées à une mutation du gène SOD1 (Kato, 2008). 

Une fragmentation de l’appareil de Golgi a été mise en évidence chez quelques 

patients (Fujita and Okamoto, 2005; Gonatas et al., 1992). Il précède l’apparition des signes 

cliniques chez la souris transgénique SOD1 (Fujita and Okamoto, 2005). 

L’accumulation de neurofilaments est responsable d’un gonflement axonal proximal 

(Sasaki and Maruyama, 1994). Cet aspect est spécifique et précoce (Hirano, 1996). D’autre 

part, des agrégats d’hyaline (agrégats tissulaires vitreux) ont été observés dans les formes 

familiales liées aux mutations du gène SOD1 comme I113T (Kato, 2008; Rouleau et al., 1996; 

Shaw et al., 1997). Ces inclusions sont plus grandes que celles d’Ubiquitine positives. Elles 

sont révélées par les anticorps dirigés contre les chaînes lourde et intermédiaire des 

neurofilaments et correspondent ainsi à une accumulation de neurofilaments. 

 

I.4.2.  Liquides biologiques 

De nombreuses anomalies biologiques ont été décrites dans le sang ou le liquide 

céphalorachidien (LCR) de patients SLA. Plusieurs études ont montré la présence 

d’anomalies concernant des voies physiopathologiques variées comme le stress oxydant 

(augmentation du 4-hydroxyl-2,3-nonenal par exemple), certains facteurs trophiques 

(augmentation du TGF1), l’excitotoxicité (augmentation du glutamate), ou encore 

l’inflammation (augmentation de MCP-1). Ces anomalies biologiques ne peuvent être 

considérées comme des marqueurs sensibles et spécifiques de la maladie.  
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La métabolomique est une nouvelle méthode émergente, capable de détecter sans a priori 

de nombreux métabolites (= petites molécules de masse inférieure à 100 kDa). Cette approche 

offre l’avantage de fournir un profil métabolique global d’une matrice biologique donnée 

(sang, LCR). Ainsi les études métabolomiques peuvent aider à la découverte de nouveaux 

biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques, ou encore ouvrir des perspectives de nouvelles 

voies  physiopathologiques. Plusieurs études par RMN (Résonnance magnétique nucléaire) et 

spectrométrie de masse à haute résolution ont montré que la signature métabolique du LCR 

des patients SLA pouvait être distinguée de celle des contrôles (Blasco et al., 2010, 2013; 

Kumar et al., 2010). L'analyse quantitative par spéctométrie de masse a révélé des 

concentrations en acétate significativement plus faibles (p = 0,0002) chez des patients atteints 

de SLA par rapport aux témoins et la concentration d'acétone  (p = 0,015), de pyruvate (p = 

0,002) et d'ascorbate (p = 0,003) était plus élevée dans le groupe de la SLA (Blasco et al., 

2010). 

 

I.5.  Génétiques 

De nombreux travaux ont montré une contribution importante de la génétique dans 

l’étiologie de la SLA. Les études de jumeaux montrent que l’héritabilité de la SLA sporadique 

est d’environ 0,61, et qu’il existe une augmentation du risque de la SLA si des proches sont 

atteints de SLA sporadiques (Al-Chalabi et al., 2010). Des facteurs causaux de SLA ont été 

identifiés à ce jour chez environ 10% des cas de SLA. Deux facteurs se conjuguent pour 

rendre difficile l’identification des gènes de la SLA. Tout d’abord, la SLA est une maladie de 

la vie tardive, et bien que la prévalence de la SLA soit de 1 sur 300 (johnston 2006), le 

pronostic est très mauvais et la prévalence est par conséquent faible. En conséquence, le 

recueil d’un grand nombre d’échantillons d’ADN pour des études d’associations de liaisons 

nécessite une longue période ou la collaboration de plusieurs centres. 

Dans certains cas, la SLA et la Démence FrontoTemporale (DFT) sont des 

manifestations du même processus sous-jacent, de sorte que certains individus ont une SLA, 

certains ont une DFT et d’autres ont les deux en même temps (Gunnarsson, 1991). Ce 

chevauchement est plus prononcé pour certains gènes comme FUS et TARDBP que pour 

d’autres (Mackenzie et al., 2010). Par conséquence, cela a affecté l’étude des gènes car les 

individus atteints de DFT ont été exclus des études génétiques. Plus récemment, la 

connaissance de ce chevauchement a permis l’identification de nouveaux gènes et d’améliorer 

la puissance statistique de trouver des gènes de la pathologie. 
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Avant l’ère du séquençage haut débit il existait deux grandes stratégies pour identifier 

les gènes d’une maladie, les études de liaison et les études d’association. Dans l’étude de 

liaison, un test statistique est effectué dans une famille afin de déterminer si une variation 

génétique se produit chez la personne touchée plus souvent que prévu par hasard. Si tel est le 

cas, on parle de liaison. Dans les études d’association, la fréquence d’une variation génétique 

est comparée, entre un groupe d’individus affectés et non apparentés, et un groupe de 

contrôles non apparentés. Si la fréquence diffère entre les deux groupes, alors l’association est 

identifiée entre la maladie et la variation génétique.  

Ces deux stratégies ont permis depuis 1993, date de l’identification du premier gène de 

la SLA, SOD1, d’associer une vingtaine de gènes à la SLA (Al-Chalabi et al., 2012). Des 

études GWAS (genome-wide association study) ont permis d’associer  les loci 21q et 9p21 à 

la SLA, ce qui a permis d’identifier les gènes SOD1 (1993) et C9ORF72 (2011) 

respectivement. Parmi ces gènes, seulement quatre sont considéré de façon unanime comme 

des facteurs génétiques pathogènes majeures causaux de la SLA (SOD1, TARDBP, FUS et 

C9ORF72), responsables d’un peu plus de 5% des formes sporadiques et de plus de deux tiers 

des formes familiales. Quatre autres gènes sont potentiellement causaux, VCP, OPTN, 

UBQLN2 et VAPB. Viennent ensuite les gènes de susceptibilité, des gènes portant des 

variations (Nombre de copies, allèles,…) plus fréquemment retrouvés dans la SLA que dans 

la population générale. La présence de ces variants augmente le risque de développer la 

maladie, comme SMN1, VEGF, … (Corcia et al., 2002; Lambrechts et al., 2003). 

 

I.5.1.  SOD1 

C’est en 1991 que le premier gène à être associé à la SLA fut cartographié au niveau 

du chromosome 21q (Siddique et al., 1989). Deux ans plus tard, la même équipe clona ce 

gène et l’identifia : il s’agit du gène SOD1 codant la superoxide dismutase cytosolique porteur 

d’ions cuivre et zinc (SOD1) (Rosen et al., 1993a). Cette enzyme, de 153 acides aminés, joue 

un rôle dans la détoxication cellulaire. Depuis les travaux initiaux de Rosen et Siddique, plus 

de 150 mutations du gène SOD1 ont été identifiées dans la SLA ((Andersen et al., 2003); 

www.alsod.org). On estime qu’elles constituent environ 20% des cas de SLAf (Rosen et al., 

1993a). La majorité de ces mutations sont des mutations faux-sens, mais des délétions et 

insertions ont également été rapportées. Si la plupart des SLAf dues à une mutation de SOD1 

est transmise de façon autosomique dominante, la mutation SOD1
D90A

 peut néanmoins 

présenter une transmission soit récessive soit dominante, en fonction certainement du fond 
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génétique et/ou de facteurs environnementaux (Al-Chalabi et al., 1998). Il est à noter qu'il 

existe une corrélation génotype-phénotype pour un certain nombre de mutations. À titre 

d'exemple, les patients portant la mutation A4V, la plus commune en Amérique du Nord, 

présentent un phénotype commun avec une progression rapide et un décès survenant après 1-2 

ans de l'apparition des premiers symptômes (Cudkowicz and Brown, 1996; Cudkowicz et al., 

1997). A l’opposé, les mutations G37R, G41D sont associés à des formes d’évolution lente. 

Le gène SOD1 comporte 5 exons et 4 introns. Il est situé en région chromosomique 

21q22.1 où il s'étend sur 11 kb. SOD1 humaine est un homodimère de 32 kDa composé de 

deux sous-unités. L'enzyme SOD1 est une métalloenzyme antioxydante qui se trouve dans le 

cytosol, le noyau, les peroxysomes et l'espace intermembranaire mitochondrial des cellules 

eucaryotes. Elle est particulièrement abondante au  niveau du cytosol et représente 1% de ses 

protéines totales (Valentine et al., 2005). Elle comporte un pont disulfure ainsi qu'un site 

catalytique contenant un atome de cuivre et un autre de zinc (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Structure cristallographique du dimère de la S0D1 humaine. Le cuivre et le zinc sont 

représentés respectivement par les sphères bleues et oranges. La boucle zinc est en orange et la boucle 

cuivre est en bleu. Ces deux boucles englobent la région de liaison aux métaux. Le pont disulfure 

sous-unitaire est représenté en rouge. Les flèches argentées représentent les feuillets bêta antiparallèles 

qui sont au nombre de huit dans chaque sous-unité et forment une structure caractéristique cylindrique 

appelée « bêta-baril ». Le dimère est retenu par des interactions hydrophobes et non covalentes qui 

confèrent une grande stabilité à la SOD1 (Valentine et al., 2005) 

Le site de liaison au zinc pourrait jouer un rôle dans la stabilisation de la structure de 

SOD1 et la modulation de l'activité catalytique du site de liaison au cuivre. Ce dernier est 

responsable de l'activité enzymatique de SOD1 qui catalyse la conversion des anions 

superoxydes (O2
-
) en dioxygène (O2

.-
)  et en peroxyde d'hydrogène (H2O2) (Figure 1). SOD1 

est donc une enzyme clé dans le métabolisme de l'oxygène. Elle protège l'organisme, avec la 
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glutathion peroxydase et la catalase, contre les espèces réactives de l'oxygène (ROS, Reactive 

oxygen species) comme O2
.-
, H2O2 et le radical hydroxyle OH

-
.  

Les mutations du gène SOD1 identifiés dans la SLA semblent affecter la stabilité de la 

protéine SOD1 et/ou induisent un changement dans son repliement (structure tertiaire ou 

conformation). L'introduction de gène SOD1 humain portant certaines mutations chez des 

souris transgéniques provoque l'apparition de symptômes cliniques très similaires à ceux 

rencontrés chez des patients SLAf. Plusieurs résultats d’études supportent l'hypothèse que les 

mutations associées à la SLAf provoquent un gain de fonction de la SOD1 mutée qui serait 

toxique plutôt qu'une perte de fonction. Ceci est supporté par le fait que le KO-SOD1 est 

associée à un développement et une vie normal des souris. 

Malgré plus de 20 ans de recherche intensive sur l’étude de SOD1 mutée dans la SLA, 

une image claire de son rôle moléculaire dans la physiopathologie de la SLA n’existe pas 

encore. Sa fonction physiologique principale est de protéger les cellules contre les dommages 

oxydatifs en métabolisant les radicaux superoxydes (Gurney et al., 1994; Niwa et al., 2007), 

mais a été impliquée également dans l’excitotoxicité, le dysfonctionnement mitochondrial, le 

stress oxydatif, axonopathie, et le trafic endosomique (Bosco et al., 2010; Crow et al., 1997; 

Higgins et al., 2002; Ligon et al., 2005; Spreux-Varoquaux et al., 2002; Wiedau-Pazos et al., 

1996).  

 

I.5.2.  TARDBP 

La mise en évidence de mutations dans le gène TARDBP a  suivi par l’existence d’inclusions 

Ubiquitines positives marquées par des anticorps anti-TDP-43 dans le cytoplasme de  

motoneurones de patients SLA et de patients avec une démence frontotemporale (DFT) 

(Neumann et al., 2006). Cette observation a conduit à l’analyse du gène TARDBP dans la 

SLAf. Ce gène TARDBP (1p36, 6 exons) code la protéine TDP-43 de 414 aa.  Les mutations 

de TARDBP ont été observées dans 4-6 % des cas SLAf, et dans 0-2 % des cas de SLAs 

diagnostiqués (Daoud et al., 2009; Kirby et al., 2010). Depuis 2008, plus de 50 mutations 

différentes hétérozygotes dominantes ont été trouvés (Chiò et al., 2011). Elles affectent 

principalement le domaine C-terminal contenant la séquence signal de localisation nucléaire, 

tous sauf une sont faux-sens, l’exception étant T374X (Daoud et al., 2009). Les mutations de 

TARDBP se traduisent donc par la redistribution de TDP-43 du noyau vers le cytoplasme des 

neurones et des cellules gliales. TDP-43 est impliqué dans plusieurs niveaux de traitement de 
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l’ARN, y compris la transcription, l’épissage, le transport et la traduction (Lagier-Tourenne et 

al., 2010) 

Les inclusions Ubiquitines positives contenant TDP-43 sont observées dans le 

cytoplasme et le noyau des neurones et des cellules gliales et sont retrouvées dans les cas de la 

SLAs, ainsi que dans certains cas de SLAf (non dues à une mutation du gène SOD1). Le 

cerveau et la moelle épinière des patients avec une «protéinopathie TDP-43» présentent une 

signature biochimique qui se caractérise par une hyperphosphorytation et une ubiquitinylation 

anormales de TDP-43 ainsi que par la production de fragments C-terminaux de 25 kDa, la 

séquence signal de localisation nucléaire (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). 

 

I.5.3.   FUS 

 La découverte de mutations en TARDBP a incité l’étude de gènes similaires ayant la 

même fonction et situés dans des régions du génome liés à la SLA. Ceci a permis de mettre en 

évidence des mutations dans le gène FUS (fused in sarcoma) (Kwiatkowski, 2009) dans la 

région de liaison 16q11.2 dans la SLA. FUS présente de nombreuses similitudes 

fonctionnelles avec TARDBP dont une région riche en glycine et deux régions RRM (RNA 

recognition motif) qui lient l’ADN et les ARN, jouant un rôle dans la réparation de l’ADN, 

ainsi que dans la régulation de la transcription et l’épissage des ARN.   

 Le gène FUS (15 exons) code une protéine de 525 aa. La fréquence de mutation dans 

ce gène est de 4-6% dans des cas de SLAf et 0,7-1,8% dans des cas de SLAs (Millecamps et 

al., 2010; Tsai et al., 2011; Yan et al., 2010). Plusieurs mutations faux-sens, essentiellement 

dans les derniers exons 14 et 15, qui codent pour l’extrémité C –terminale, liaison aux ARN, 

ont été révélés (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009).  

Les patients présentant des mutations du gène FUS présente une perte sevère des 

neurones moteurs dans la moelle épinière et dans une moindre mesure dans le tronc cérébral. 

Les immunohistochimies FUS montre des inclusions cytoplasmiques volumineux globulaires 

et allongés dans les neurones moteurs de la moelle épinière. Ces inclusions sont positives 

également pour l’Ubiquitine et p62 caractéristiques de la SLA classique. 
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I.5.4.  C9ORF72 

Plusieurs études de liaison sur le génome (GWAS) ont indiqué dès 2006 que le locus 

9p21.2 devait contenir un facteur génétique en cause dans la SLA (Morita et al., 2006; Vance 

et al., 2006). Le séquençage de l’ensemble des gènes de cette région, exons et régions non 

codantes incluses, n’a pas permis d’identifier ce facteur causal. Il a fallu attendre deux études 

publiées en 2011 pour identifier ce facteur  (DeJesus-Hernandez et al., 2011a; Renton et al., 

2011a). Il s’agit d’une expansion à l’état hétérozygote d’une séquence hexanucléotidique 

(GGGGCC) répétée en tandem et située entre l’intron 1a et 1b du gène C9ORF72. 

L’expansion de répétition dans C9ORF72 a été observée chez 3-46% des SLAf et 5-21% chez 

les SLAs. Un gradient Nord-Sud se dessine avec une prépondérance de cas dans les 

populations nordiques en raison possiblement d’un effet fondateur nord européen (Majounie 

et al., 2012). Certaines populations semblent quant à elles relativement épargnées par cette 

expansion, c’est le cas de l’Inde et de l’Australie (Majounie et al., 2012). Le gène C9ORF72 

(12 exons) exprime trois transcrits différents et deux possibles isoformes protéiques. Chez les 

individus sains, le nombre de répétition (GGGGCC) est inférieur à 30 alors que chez les 

patients SLA il peut y avoir jusqu’à 1600 répétitions. Les études indiquent la présence très 

fréquente de troubles cognitifs ou du comportement dans les cas liés à une expansion dans 

C9ORF72, ce qui distingue ces formes de celles liées à une mutation TARDBP ou SOD1 dans 

lesquelles les troubles cognitifs sont observés chez environ 30 % et 2 % des patients, 

respectivement. Il faut souligner également que l’anomalie de C9ORF72 est également plus 

fréquente dans les DFT familiales (Hodges, 2012). Elles apparaissent ainsi comme un chaînon 

manquant dans la recherche d’un continuum entre la SLA et certaines démences.  

 L’expansion de la répétition (GGGGCC) a été associée à une réduction de l’expression 

du gène C9ORF72 (van der Zee et al., 2013a), ce qui a suggéré un mécanisme d’haplo-

insuffisance. La fonction de la protéine C9ORF72 est encore inconnue, mais un rôle dans 

l’autophagie et dans le trafic vésiculaire a été proposé sur la base de recherche d’homologie 

de séquence (Levine et al., 2013a; Zhang et al., 2012a). Deux autres mécansimes de la 

maladie par le gain toxique de la fonction ont été proposées (Gendron et al., 2014; Haeusler et 

al., 2014). Ils sont basés sur l’observation selon laquelle l’expansion est également associée à 

une production sens et anti-sens du transcrit ((5’GGGGCC3’)n  et (5’GGCCCC3’)n), qui 

forment des structures d’ARN quadruplex aberrante interagissant avec diverses protéines liant 

l’ARN (RBPs) et formant des foyers d’ARN (DeJesus-Hernandez et al., 2011). L’équipe s’est 

intéréssé aux répétitions d’hexanucléotide (5’GGGGCC3’)n  et (5’GGCCCC3’)n) qui 
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pourraient être présent dans d’autres gènes que C9ORF72. Nous avons analysé la présence et 

la distribution de cette répétition dans lé génome humain. Sur la base de données sur 

l’expression et la fonction des gènes, nous avons établi une liste de gène à étudier par PCR 

amorcée dans les maladies neurologiques et neuromusculaires (Vourc’h P., Wurmser F., 

Mouzat K., Kassem S., Dangoumau
 
A., et al., en révision dans Neurobiology of aging, en 

annexe 1). Des analyses par immunofluorescence ont été réalisées sur les muscles d’un patient 

muté pour C9ORF72. L’analyse a révélé la présence d’agrégats cytoplasmiques positifs pour 

l’Ubiquitine et p62 et négatif pour TDP-43 (Türk et al., 2014) 

 

I.5.5. Autres gènes 

En dehors de ces gènes qui ont été clairement impliqués dans la SLA, il existe des 

gènes potentiellement causaux et des gènes de susceptibilité. On peut classer ces gènes en 

fonction de leur fonction dans la cellule (Tableau 3).  

En plus de TARDBP et FUS, on retrouve les gènes SETX et SMN1 ayant un rôle dans 

la régulation des ARN. La protéine SMN1 intervient dans de nombreuses activités cellulaires 

dont celle du métabolisme des ARN. Plusieurs études, dont certaines par notre équipe, ont 

montré qu’un nombre anormal de copies de SMN1 augmente significativement le risque de 

développer une SLA (Corcia et al., 2002; Moulard et al., 1998). La protéine SETX joue un 

rôle dans la transcription et la réplication des ARN, sa mutation est associée à une SLA 

juvénile (Chen et al., 2004) 

Des travaux sur la relation entre hypoxie et la mort des neurones moteurs, ont conduit 

à l’étude du gène VEGF qui joue un rôle majeur dans la réponse tissulaire à l’hypoxie. Bien 

qu’une étude menée sur une large population de patient a montré un lien entre certains 

haplotypes VEGF et SLA, aucune étude n’a identifié de mutation VEGF dans la SLA 

(Lambrechts et al., 2003). Par contre, le gène ANG codant l’angiogénine et en lien avec la 

réponse à l’hypoxie a été trouvé muté chez plusieurs patients SLA (Greenway et al., 2006; 

Paubel et al., 2008) 

          VCP et UBQLN2 sont deux gènes impliqués dans la voie de l’Ubiquitine. VCP est une 

E3 ligase dont la mutation a été dans un premier temps rapportée chez des patients ayant une 

démence frontotemporale et par la suite décrite dans des formes classiques de SLA (Johnson 

et al., 2010). L’UBQLN2 est une protéine de lien entre les protéines ubiquitinylées et le 
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protéasome. Son gène a été trouvé muté chez quelques patients SLA (Deng et al., 2011). Des 

inclusions UBQLN2 positifs ont été décrits dans la moelle épinière de patients SLA 

(Millecamps et al., 2012) 

Gène Locus Date Référence 

Stress oxydant 

   Superoxide dimsutase 1 (SOD1) 21q22 1993 Rosen et al.; 1993 

    Régulation des ARN 

   TAR DNA-binding protein (TARDBP) 1p36.2 2008 Sreedharan et al.;2008 

Fused in sarcoma (FUS) 9q34 2009 
Kwiatkowski et al.; 2009                           
Vance et al.; 2009 

Senataxin (SETX) 9q34 2004 Chen et al.; 2004 

Survival motor neuron (SMN1) 5p13 2002 Corcia et al.; 2002 

    Angiogénèse 
   

Angiogenin (ANG) 14q11.2 2006 Greenway et al.; 2006 

Vasculo endothelial growth factor (VEGF) 6p12 2003 Lambrechts, 2003 

    
Voie de l'ubiquitine 

   Valosin-containing protein (VCP) 9p13-p12 2010 Johnson et al.; 2010 

Ubiquilin 2 (UBQLN2) Xp11 2011 Deng et al.; 2011 

    Excitotixicité au glutamate 
   

D-amino acid oxidase (DAO) 12q24 2010 Mitchell et al.; 2010 

    Trafic endosomal 
   

Vesicle-associated membrane protein-associated 
protein B (VAPB) 20q13.3 2004 Nishimura et al.; 2004 

Polyphosphoinositide phosphatase (FIG4) 6q21 2009 Chow et al.; 2009 

Optineurin (OPTN) 10p13 2010 Maruyama et al.; 2010 

    Cytosquelette 
   

Microtubule-associated protein tau (MAPT) 17q21 1998 Hutton et al.; 1998 
        

Others 
Chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) 9q21-22 2011 

Renton et al.; 2011 
De Jesus-Hernandez et al..2011 

Tableau 3 : Gènes impliqués dans la SLA. 

Plusieurs gènes mutés dans la SLA sont impliqué dans le trafic des endosomes comme 

VAPB et OPTN. La mutation du gène VAPB est retrouvée exclusivement chez des patients 

brésiliens (Nishimura et al., 2004). Quant au gène OPTN, son implication est sujette à 
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controverse car plusieurs études n’ont pas confirmé les premiers résultats (Maruyama et al., 

2010; Millecamps et al., 2011) 

I.6. Mécanismes physiopathologiques 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Vue d’ensemble des mécanismes de dégénérescence des motoneurones dans la SLA 

(Veyrat-Durebex et al., 2014) 

 

Les mécanismes qui mènent à la dégénérescence des motoneurones dans la SLA sont 

encore mal décrits. La découverte de mutations du gène codant l’enzyme SOD1 au début des 

années 1990 et de celles d’autres gènes depuis cette date a conduit à l’élaboration 

d’hypothèses physiopathologiques dans la SLA impliquant des étiologies environnementales 

comme le stress oxydatif, l’excitotoxicité au glutamate, l’inflammation et l’hypoxie (Figure 

2).  

I.6.1. Stress oxydatif 

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production et l'élimination des 

espèces réactives de l'oxygène (ROS), et / ou d'une réduction de la capacité des cellules à 
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supprimer ou réparer les dommages induits par les ROS. Un intérêt particulier a été porté sur 

le stress oxydatif dans la SLA du fait de la mutation du gène SOD1, qui code une protéine 

anti-oxydante majeure dans toutes les cellules. Divers échantillons biologiques (LCR, sérum 

et urines) de patients atteints de SLA  montrent une élévation des marqueurs de dommages 

par les radicaux libres comme le 4-hydroxylnonenal (issu de la peroxydation des lipides 

membranaires dans la moelle épinière de patients SLA) et le 8-oxodeoxyguanosine (formes 

oxydées de l’ADN) (Mitsumoto et al., 2008; Pedersen et al., 1998; Simpson et al., 2004). Des 

dommages oxydatif sur les ARN ont également été documentés dans des modèles de souris 

mutés pour le gène SOD1 (mSOD1) (Chang et al., 2008). Dans ce modèle murin de la SLA, 

l'oxydation des ARNm s’observe principalement dans les motoneurones et les 

oligodendrocytes. Elle se produit dans les stades précoces et pré-symptomatiques de la 

maladie et est associée à une diminution de l'expression globale des protéines.  

Plusieurs études ont montré que le stress oxydatif interagit avec des processus 

physiopathologiques qui contribuent à la mort du motoneurone, comme l'excitotoxicité (Rao 

and Weiss, 2004), le dysfonctionnement mitochondriale (Duffy et al., 2011), l'agrégation des 

protéines (Wood et al., 2003) et des altérations de signalisation dans les astrocytes et la 

microglie (Sargsyan et al., 2005, 2009). Ainsi, la réduction effective de stress oxydatif 

pourrait améliorer la survie des motoneurones. Une méta-analyse des interventions 

thérapeutiques testées chez des souris mSOD1 jusqu'en 2007 a conclu que les thérapies anti-

oxydantes étaient parmi les plus efficaces pour améliorer la survie mais ceci n’a pas été 

observé chez les patients atteints de SLA traités par la créatine ou la porphyrine de manganèse 

par exemple (Benatar et al., 2009). 

 

I.6.2.  Excitotoxicité 

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant dans le SNC. Il 

interagit avec les récepteurs au glutamate ionotropies (recepteurs NMDA, AMPA et kaïnate) 

ou métabotropies (RCPG, classe C (récepteurs couplés à la protéine G)) postsynaptiques. La 

transmission nerveuse prend fin après le recyclage du glutamate recapturé par des 

transporteurs spécifiques neuronaux ou astrocytaires périsynaptiques (EAAT1, 2 et 3) (Heath 

and Shaw, 2002; Rothstein et al., 1995)  

Le glutamate extracellulaire peut être neurotoxique en cas de suractivité des récepteurs 

glutamatergiques postsynaptiques. Il en résulte une augmentation de la concentration 
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intraneuronale d'ions sodium (Na
+
), chlorure (Cl) ou calcium (Ca

2+
). Ce dernier conduit à 

l'activation d'enzymes calcium-dépendantes, entre autres, les phospholipases, la xanthine 

oxydase et la nNOS (NO Synthase neuronale). Ces enzymes peuvent provoquer des 

dommages à l'ADN, une peroxydation lipidique, un dysfonctionnement mitochondrial et 

conduire à la dégénérescence des motoneurones (Shaw, 2005). L'hypothèse de 

l’'excitotoxicité a été proposée dans la pathogenèse de la SLA suite à la découverte de taux 

élevés de glutamate dans le liquide céphalorachidien (LCR) des patients atteints de SLA 

sporadique (Rowland and Shneider, 2001; Shaw et al., 1995)  

Chez certains patients SLA, les niveaux de glutamate dans le LCR sont élevés (Shaw et al., 

1995), et l'expression et l'activité d’EAAT2 sont réduits dans les zones affectées du SNC 

(Fray et al., 1998; Rothstein et al., 1992, 1995). Toutefois il n’est pas établit si cela était une 

conséquence de la perte neuronale. 60 à 70% des patients SLAs présentent une perte de 30 à 

95% du transporteur astroglial de glutamate EAAT2 dans le cortex moteur et la moelle 

épinière (Meyer et al., 1999). Ceci contribuerait à une augmentation de la concentration 

extracellulaire de glutamate et par la suite à la dégénérescence par excitotoxicité des 

motoneurones (Urushitani et al., 1998). Des ARNm anormaux du gène codant le transporteur 

EAAT2 ont été detecté en abondance chez 65% des patients atteints de SLAs (Lin et al., 

1998). Ces ARNm pourraient donner naissance à des protéines pouvant peut être affecté la 

fonction des transporteurs EAAT2 normaux.  

En outre, un gène lié à la SLA code la D-amino- acide oxydase (DAO) (12q24.11) (Mitchell 

et al., 2010). Cette enzyme est responsable de la désamination oxydative d’acide D-aminés, 

dont la  D-sérine qui constitue un activateur et le co-agoniste de la N-méthyl-D-aspartate 

(NMDA) (Mitchell et al., 2010). Des mutations dans le gène DAO pourraient favoriser des 

mécanismes de mort motoneuronale par excitotoxicité. 

Réduire l'excitotoxicité est la seule stratégie qui jusqu'ici a permis de ralentir la 

progression de la SLA chez les patients. Le Riluzole qui notamment inhibe la libération de 

glutamate pré-synaptique, permet une augmentation modeste de la survie de 3 à 6 mois 

(Cheah et al., 2010; Lacomblez et al., 1996). D'autres agents anti-glutamatergique  comme la 

Gabapentine, la Lamotrigine, le Topiramate et Talampanel n'ont pas montré d’éfficacité dans 

les essais cliniques. Les raisons ne sont pas connues, même si une explication possible serait 

que le Riluzole aurait de multiples effets neuroprotecteurs (Cheah et al., 2010). 
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I.6.3.  Inflammation 

Bien que la SLA n’apparraisse pas résulter d'un dérèglement ou d’une anomalie du 

système immunitaire, il est évident que les processus inflammatoires sont impliqués dans sa 

pathogenèse. Le LCR et le plasma de patients SLA contiennent des concentrations plus 

élevées de cytokines et chimiokines telles que l'interleukine-6 (IL-6), tumor necrosis factor  

(TNF-), monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), monocyte colony-stimulating factor 

(MCSF),  transforming growth factor (TGF-) (Henkel et al., 2004; Iłzecka and Stelmasiak, 

2002; Iłzecka et al., 2002; Ono et al., 2001; Poloni et al., 2000). En réponse à différents 

stimuli, les cellules microgliales se transforment en cellules phagocytaires activées produisant 

de nombreuses cytokines inflammatoires (COX-2, TNF-a et MCP-1), chimiokines, 

prostaglandines et proteases qui participent à la réponse inflammatoire (Almer et al., 2001; 

Robertson et al., 2001). Ces dernières, qui peuvent être très nocives en cas d'activation 

chronique et intense des cellules microgliales (Sargsyan et al., 2005), peuvent agir sur les 

neurones, astrocytes et oligodendrocytes avoisinants. Ainsi, une augmentation du taux de 

prostaglandins E2 a été décrite dans le LCR de patients SLA (Almer et al., 2002). Par ailleurs, 

le niveau d'expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), une enzyme impliquée dans la 

synthèse des prostaglandines inflammatoires, est plus élevé dans la moelle épinière de 

patients SLA et de souris modèles de la pathologie (Almer et al., 2001; Yasojima et al., 

2001).  

L'activation des cellules microgliales représente une caractéristique pathologique 

majeure chez les patients atteints de SLA ainsi que chez les modèles de souris transgéniques 

(Hall et al., 1998; Henkel et al., 2004; Kawamata et al., 1992; Troost et al., 1990). Plusieurs 

études ont rapporté chez des modèles SOD1 murins une augmentation de l'expression de 

facteurs proinflammatoires avant l'apparition de la maladie, avec une activation microgliale 

soutenue tout au long de la phase active de progression de la maladie. Par exemple, 

l'expression de TGF- 1 et de MCSF est augmentée chez les souris durant la phase 

présymptomatique, tandis que l'expression de TNF- augmente bien avant le début des 

déficits moteurs (Cozzolino et al., 2008) 
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Le traitement des souris modèles de SLA avec la Minocycline retarde l'apparition de la 

maladie et prolonge la survie (Kriz et al., 2002; Zhu et al., 2002). La Minocycline est capable 

d'inhiber l'activation des cellules microgliales grâce à des propriétés antibiotiques et anti-

inflammatoires. Elle semble agir sur les cellules microgliales en réduisant le niveau de d'iNOS 

(NO synthase inductible) et sur les motoneurones en empêchant la libération du cytochrome c 

et l'initiation de la voie pro-apoptotique (Kriz et al., 2002; Yrjänheikki et al., 1999). 

Néanmoins, des études in vitro ont montré que les cellules microgliales exprimant SOD1 

mutée possèdent un potentiel neurotoxique plus élevé et sécrètent plus de monoxyde d'azote 

(NO) et d’ anions superoxydes (Liu et al., 2009; Weydt et al., 2004; Xiao et al., 2007).  

En revanche, l'activation des cellules microgliales peut exercer un effet 

neuroprotecteur (Eleuteri et al., 2008; Neumann et al., 2008, 2006; Polazzi et al., 2001) Les 

cellules microgliales sécrètent des facteurs neurotrophiques et phagocytent les débris 

cellulaires (Streit, 2002). Une réduction de l'activation microgliale médiée par les cellules T 

régulatrices est associée à une accélération de la progression de la maladie chez des souris 

SOD1 mutée (Beers et al., 2006). Ceci supporte un rôle bénéfique pour la réponse microgliale 

dans la pathogenèse de la SLA.  

En plus d'avoir un rôle dans le métabolisme du glutamate, les astrocytes sont 

impliqués également dans la réponse neuroinflammatoire. Les astrocytes forment la 

population de cellules gliales la plus abondante du SNC, assurent le support métabolique des 

motoneurones et contribuent à la régulation de l'activité immunitaire du SNC (Raibon et al., 

2008). Comme les cellules microgliales, les astrocytes réactifs expriment des facteurs pro-

inflammatoires tels que la prostaglandins E2 (PGE2), IL-6 et TNF-oisse and Strong

. Par conséquent, le dysfonctionnement astrocytaire pourrait altérer le fonctionnement 

des motoneurones. La présence d'astrocytes réactifs et d'inclusions contenant SOD1 mutée 

dans les cellules astrocytaires ont été rapportées chez des pateints atteints de SLA ainsi que 

les souris SOD1 (Bruijn et al., 1997; Levine et al., 1999; Schiffer and Fiano, 2004; Schiffer et 

al., 1996). Les astrocytes exprimant SOD1 mutée peuvent induire la mort des motoneurones 

en culture positivement  par la production de facteurs toxiques solubles encore inconnus. Cet 

effet est augmenté lorsque les motoneurones expriment simultanément SOD1 mutée (Di 

Giorgio et al., 2007; Nagai et al., 2007). Cependant, le mécanisme de toxicité des astrocytes 

exprimant SOD1 mutée reste méconnu.  
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I.6.4. Hypoxie 

Plusieurs études récentes ont mis en évidence une susceptibilité motoneuronale 

particulière à l’hypoxie dans les modèles murins de SLA : il existerait une altération précoce, 

préclinique, de la barrière hémato-encéphalique et spinale ; et des anomalies qualitatives et 

quantitatives de plusieurs facteurs angiogéniques ont également été mises en évidence chez 

l’animal (vascular endothelial growth factor (VEGF), angiogénine) (Tankersley et al., 2007). 

Peu de résultats ont néanmoins été répliqués chez l’homme, chez qui il faut tenir compte de 

l’existence de deux types d’hypoxémies : une hypoxémie chronique, définie par une pression 

partielle en O2 inférieure à 60 % à distance de toute décompensation respiratoire, associée à 

une diminution de la capacité vitale, et une hypoxémie intermittente, caractérisée par des 

épisodes de désaturation répétées avec ré-oxygénation. Ces deux voies sont complémentaires 

et mettent en jeu des réponses différentes au niveau cellulaire : la voie du facteur de 

transcription sensible à l’hypoxie (HIF-1 et -2) pour l’hypoxie prolongée ; et la voie du 

facteur de transcription nucléaire kappa B (NFκ-B) et des médiateurs inflammatoires pour les 

épisodes d’hypoxémies intermittentes. Les dosages des taux de différents médiateurs dans le 

liquide céphalo-rachidien de patients atteints de SLA sporadique, à divers stades évolutifs de 

la maladie (VEGF, angiogénine, angiopoiétine-2, érythropoïétine,  interleukine-6, tumor 

necrosis factor alpha et PGE-2) ont mis en évidence des anomalies électives de la voie HIF-

1/VEGF/ANG chez les patients atteints de SLA hypoxémiques par rapport aux témoins 

neurologiques (Devos et al., 2004; Moreau et al., 2010; Nagata et al., 2007). Les taux d’IL-6, 

de TNF-⍺, d’ANG-2 et de PGE-2 étaient élevés chez les patients SLA et corrélés à la sévérité 

de l’hypoxie, ce qui pourrait témoigner d’un mécanisme de compensation (Just et al., 2007; 

Moreau et al., 2010).   

 

I.7. Mécanismes de mort neuronale 

I.7.1. Altération du métabolisme de l’ARN 

L’hypothèse d’une altération du métabolisme de l’ARN a notamment été suggérée par 

la découverte de mutations dans les gènes TDP-43 et FUS chez les patients SLA. En effet, 

TDP-43 et FUS font partie des protéines dites RBPs (pour RNA-binding proteins) capables de 

se fixer aux ARN. La mutation de ces gènes forme des inclusions dans le cytosol des neurones 

moteurs des personnes atteintes de SLA. La formation de ces inclusions jouerait un rôle 

régulateur de la stabilité des ARN, pouvant moduler l’épissage ou la traduction. Une étude sur 
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les RBPs renforçe l’idée d’interactions entre ces acteurs protéiques (Keller et al., 2012). On 

retrouve dans les inclusions ces différentes protéines, et des marqueurs de la dégradation par 

le protéasome. Ces travaux illustrent donc le concept d’altération du métabolisme des ARN, 

notamment des ARNm des neurofilaments comme phénomène central dans la 

physiopathologie de la SLA.  

Le déréglement de l’expression des miRNA et des voies liées aux miRNA a également été 

reporté dans la SLA. L’expression du miR-206, miRNA spécifique du muscle squelettique est 

augmenté dans le muscle après denervation du muscle sciatique et sa carence est corrélée avec 

la progression de la maladie dans un modèle murin de SLA (Williams et al., 2009). Egalement 

TDP-43 est directement impliquée dans la voie des miRNA. TDP-43 est un composant du 

complexe Dicer et Drosha, qui sont important pour la biogénèse des miRNA. Il a été reporté 

que des mutations du gène TDP-43 provoquent une expression différentielle des miRNA 

matures et fonctionnelles telles que miR-132, miR-143 et miR-558 (Kawahara and Mieda-

Sato, 2012). Comme TDP-43, FUS se lie à des moléuxles de pré-ARNm et détermine leur sort 

par la régulation de l’épissage, du transport, de la stabilité et la traduction (Lagier-Tourenne et 

al., 2012). Il a été montré que FUS favorise la biogenèse de miRNA spécifique par le 

recrutement de Drosha. Parmi eux, des miRNA avec des fonctions connues pour pour la 

plasticité synaptique et le developpement neuronal tels que miR-132, miR-134 et miR-9 ont 

été identifiés (Morlando et al., 2012). L’expression dérégulée des miRNA contribue à la 

pathoogie de la SLA et le profil d’expression des miRNA pourrait servir d’outil pour le 

diagnostic de la SLA. 

 

I.7.2.  Altération du transport axonal 

L’altération du transport axonal est un élément clé de la SLA et pourrait  donc jouer un 

rôle crucial dans la physiopathologie de la maladie. Les motoneurones, sont des cellules 

fortement polarisées avec de longs axones et un transport axonal efficace est donc nécessaire 

pour la livraison de composants essentiels tels que les ARN, les protéines et les organites. Le 

principal mécanisme de transport axonal utilise les microtubules dépendants de la kinésine qui 

assure le transport antérograde et rétrograde respectivement. Chez les souris SOD1 mutées, le 

défaut du transport axonal se produit dans les premières phases de la maladie (Bilsland et al., 

2010; Kieran et al., 2005; De Vos et al., 2007; Williamson and Cleveland, 1999) supportant 

l’hypothèse que la dérégulation du transport axonal joue un rôle dans la physiopathologie de 
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la SLA. Les mécanismes sous-jacents du défaut du transport axonal dans les modèles de 

souris SOD1 mutée sont inconnus, mais sont susceptibles d’avoir plusieurs conséquencess. 

L’altération de la fonction mitochondriale entraine une diminution du transport mitochondrial 

et  pourrait donc entraîner des défauts de transports d’autres éléments en raison de la demande 

en énergie du transport axonal. Des facteurs de nécrose tumorale (TNF et FasL), qui est 

élevée chez les souris SOD1 mutées (Kiaei et al., 2007) perturbent la fonction de la kinesine 

via un mécanisme impliquant la protéine MAPK p38 (Veglianese et al., 2006) dont 

l’activation a été démontrée dans des modèles de SLA  (Ackerley et al., 2004). 

Un ralentissement du transport axonal est détecté très tôt chez des souris 

transgéniquesSOD1 G37R et G85R, de sorte que le transport de la tubuline, des 

neurofilaments et d'autres composants est ralenti au niveau des axones des motoneurones 

(Williamson and Cleveland, 1999; Zhang et al., 1997). Il a également été rapporté une 

altération du transport axonal (lent et rapide) chez des sujets atteints de SLA sporadique. En 

effet, le transport lent des neurofilaments dans la partie proximale des axones et leur 

accumulation dans le corps cellulaire des motoneurones sont liés à la pathogenèse de la SLA 

(Sasaki et al., 2005). 

Les neurofilaments (NF) constituent les protéines de structure les plus importantes des 

motoneurones. L'accumulation et l'assemblage aberrants de neurofilaments sont des 

caractéristiques retrouvées dans des cas familiaux et sporadiques de la SLA (Rao and Nixon, 

2003). La création de plusieurs modèles de souris transgéniques a permis de mettre en 

évidence que la modulation des quantités des différentes sous-unités des NF peut générer un 

phénotype de type SLA(Lariviere and Julien, 2004). En outre, le croisement des souris 

transgéniques modèles de SLA avec des souris surexprimant ou déficientes pour certaines 

sous-unités des NF, s'est avéré protecteur pour les motoneurones (Couillard-Després et al., 

1998; Kong and Xu, 2000; Williamson et al., 1998).L’ accumulation de NF dans le corps 

cellulaire du neurone auraient un effet protecteur, tandis que l’accumulation dans l'axone, 

bloquant le transport axonal, serait nocif (Julien and Beaulieu, 2000)). Ces données suggèrent 

que des anomalies de ratio et d'organisation des NF seraient des facteurs de risque dans la 

SLA.  

Finalement, une explication complémentaire au dysfonctionnement du transport 

axonal rétrograde détecté aux stades précoces de la maladie (Williamson and Cleveland, 

1999), impliquerait les complexes de dynéine et de dynactine (complexes protéiques 

permettant la déplacement des vésicules dans les axones et les dendrites). La mutation du 
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gène de la dynéine chez la souris provoque une maladie progressive du motoneurone 

(Hafezparast et al., 2003). Chez l'homme, une mutation ponctuelle de la sous-unité p150 de la 

dynactine a été observée chez quelques patients (Münch et al., 2004). 

 

I.7.3.  Dysfonctionnement mitochondrial 

Les mitochondries présentent la source principale d'énergie sous forme d'ATP et leur 

fonctionnement normal est crucial pour les motoneurones qui sont les neurones portant les 

plus longs neurites du corps et dont le métabolisme est très élevé. Les anomalies 

mitochondriales des motoneurones sont les premiers signes pathologiques détectés tant chez 

certains modèles de souris transgéniques SOD1 mutée (G93A ou G37R) que chez des patients 

atteints de SLA, et ce avant l'apparition des symptômes cliniques. Il s'agit d'une vacuolisation 

des mitochondries dans les terminaisons des axones moteurs mais également dans le muscle 

des patients  (Wiedemann et al., 2002). Il a été rapporté dans la moelle épinière que SOD1 

mutée est recrutée sélectivement par les mitochondries. SOD1 mutée est accumulée sur la 

face cytoplasmique des mitochondries et par la suite, importée dans l'espace intermembranaire 

(Liu et al., 2004). Cette accumulation est indépendante de l'activité de SOD1 mutée. Elle 

contribue à l'altération de la fonction mitochondriale en s'agrégeant sur les composants 

membranaires mitochondriaux et/ou dans l'espace intermembranaire (Liu et al., 2004). Il a 

également été trouvé un dysfonctionnement de la chaîne respiratoire associé à des dommages 

oxydatifs des protéines et des lipides des mitochondries dans les tissus provenant de patients 

atteints de la SLA (Wiedemann et al., 2002) et dans des modèles SOD1 mutée (Mattiazzi et 

al., 2002).  

Le dysfonctionnement mitochondrial pourrait favoriser l'activation du mécanisme d'apoptose 

dans les motoneurones via la libération de cytochrome c (Zhu et al., 2002). Le transport 

axonal des mitochondries est altéré dans des modèles expérimentaux de la SLA, et il est 

possible que la réduction de du nombre de  mitochondrie distale de l'axone, combinée à une 

fonction mitochondriale altérée, conduise à une mort par axonopathie (Devos et al., 2004; De 

Vos et al., 2007).  Le rôle de la mitochondire dans la pathogenèse de la SLA est très probable 

et est en accord avec les effets bénéfiques de la minocycline (Van Den Bosch et al., 2002; Zhu 

et al., 2002), dérivé de la tétracycline inhibant entre autre le relargage du cytochrome c (Kriz 

et al., 2002), et de la créatine  (Klivenyi et al., 1999), qui augmente les capacités de stockage 

d’énergie et bloque l’ouverture des pores de transition mitochondriaux, sur la progression de 

la maladie dans les lignées transgéniques. 
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I.7.4. Autophagie 

L’autophagie est un processus de dégradation qui implique l’élimination intracellulaire des 

protéines et des organites par les lysosomes. Il s’agit d’un processus conservateur et joue un 

rôle crucial dans la croissance cellulaire et le developpement, et le maintien de l’homéostasie 

cellulaire en particluier dans des situations induites par le stress. Des études suggèrent que 

l’autophagie peut contribuer à la SLA en tant que l’un des facteurs initiaux. Des études 

indiquent que la clairance de l’autophagie des mutants SOD1 peut ratrder la perte des 

motoneurones dans la SLA (Crippa et al., 2010; Hetz et al., 2009). In vitro, l’induction de 

l’autophagie par la rapamycine montre une diminution des agrégats SOD1 et de la toxicité par 

SOD1 (Kabuta et al., 2006). Par conséquence, il existe une possibilité que SOD1 mutée 

interagit avec des modulateurs autophagiques à promouvoir la neurodégénérescence alors que 

la clairance des agrégats autophagique SOD1 pourrait être bénéfique pour la survie des 

motoneurones (Banerjee et al., 2008). Les études sur les modèles transgéniques de SLA de 

souris et sur les patients SLA montrent une augmentation des marqueurs autophagiques. Le 

niveau de LC3-II augmente dans les souris SOD1G93A dans la moelle épinière (Li et al., 

2008; Morimoto et al., 2007), et le taux de LC3-II commence à augmenter à l’age de 90 jours 

où la souris SLA montre des symptômes cliniques modeste, et atteint son apogée à l’âge de 

120 jours (Zhang et al., 2011). Une relation entre l’autophagie et la SLA est confirmé mais il 

est encore controversé de savoir si l’activation de l’autophagie est bénéfique ou néfaste pour 

la dégénérescence des motoneurones.  

 

I.7.5. Agrégation des protéines 

Les agrégats protéiques représentent une caractéristique commune à toutes les formes 

de la SLA et sont fréquemment présents dans les motoneurones de la moelle épinière des 

patients atteints de SLA. La SLA partage donc avec d’autres maladies neurodegeneratives la 

présence d’agrégats protéiques intracellulaire (ex. Maladies de Parkinson et d'Alzheimer). 

Différentes protéines ont été identifiés dans ces agrégats y compris les filaments 

intermédiaires tels que les neurofilaments et la périphérine (Lariviere and Julien, 2004), la 

protéine SOD1, les protéines kinases telles que la P38MAPK (Bendotti et al., 2004) et la 

Cdk5 (Nakamura et al., 1997), la TDP-43 (Arai et al., 2006), l'ubiquitine ainsi que d'autres 

composants (Wood et al., 2003). Il reste à identifier si ces protéines sont directement 

impliquées dans la formation d'agrégats ou tout simplement piégées à l'intérieur.  
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Des agrégats (ou inclusions) protéiques immunoréactifs pour SOD1 mutée sont 

détectés au niveau des tissus provenant de patients présentant une mutation de SOD1 et des 

souris transgéniques SOD1mutée et dans des cultures cellulaires exprimant diverses mutants 

de SOD1 (Bruijn et al., 1998; Durham et al., 1997; Johnston et al., 2000; Wang et al., 2002; 

Watanabe et al., 2001). En outre, l'agrégation peut impliquer la forme native de la protéine 

SOD1 (wild-type), ce qui pourrait amplifier la toxicité et accélérer la maladie (Deng et al., 

2006; Furukawa et al., 2006). Dans les cas sporadiques de SLA non mutés pour SOD1, de tels 

agrégats se retrouvent dans les motoneurones ainsi que les astrocytes (Bruijn et al., 1998). Ils 

ne contiennent pas de protéines SOD1 mais sont immunoréactifs pour l'ubiquitine, dorfine et 

des molécules chaperonnes telles que Hsp40 et Hsp70 (Niwa et al., 2002).  

On ignore si les agrégats protéiques sont toxiques ou bénéfiques pour les 

motoneurones en séquestrant les facteurs toxiques. Ils pourraient être toxiques pour ces 

motoneurones en piégeant des protéines essentielles à leur survie ou en formant un obstacle 

mécanique interférant avec le transport cellulaire. À titre d'exemple, les agrégats de 

neurofilaments nuisent au transport axonal et conduisent à la dégénérescence des 

motoneurones (Côté et al., 1993; Xu et al., 1993).  

Plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer la formation et le rôle de ces 

agrégats intracellulaires dans la SLA. Certaines conditions, comme le stress oxydatif, 

pourraient induire des changements de conformation ainsi que des dommages oxydatifs 

(carbonylation, nitration) sur les protéines telles que SOD1 ou les protéines du cytosquelette 

favorisant la formation d’agrégats (Casoni et al., 2005; Crow et al., 1997; Ezzi et al., 2007; 

Ferrante et al., 1997). Les agrégats intraneuronaux peuvent se former lorsque la machinerie de 

dégradation protéique à savoir la voie de l’ubiquitine protéasome est défectueuse. L'activité 

catalytique du protéasome est réduite dans la moelle épinière de souris transgéniques SOD1, 

dans les motoneurones et les astrocytes des patients SLA et dans des cellules en culture 

exprimant la SOD1 mutée (Casoni et al., 2005; Kabashi et al., 2004; Mendonça et al., 2006; 

Urushitani et al., 2002).  

Le protéasome est un assemblage multiprotéique qui dégrade les protéines selon un 

mécanisme ATP-dépendant. Il est formé de deux complexes distincts, les complexes 

protéasome 20S et 19S (Benaroudj, 2005). Le complexe 19S est responsable de la 

reconnaissance des protéines destinées à la dégradation qui sont généralement associées à une 

chaîne de molécules d'ubiquitine. En effet, au stade présymptomatique de la SLA, une 
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réduction de l'activité du protéasome a été détectée chez des souris transgéniques SOD1-

G93A au niveau de la moelle épinière lombaire (Kabashi et al., 2004). La séquestration du 

protéasome au sein d'agrégats contenant SOD1 mutée, a également été mise en évidence 

(Matsumoto et al., 2005). Une autre étude a montré que les motoneurones sont très sensibles à 

l'inhibition du protéasome (Urushitani et al., 2002). Ces données supportent le rôle du 

dysfonctionnement protéolytique du protéasome dans la mort neuronale chez les patients 

atteints de SLA familiale. 
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II. Les voies de l’Ubiquitine et des Ubiquitines-like 

Les modifications post-traductionnelles jouent un rôle fondamental dans la 

physiologie cellulaire, et de fait leur anomalie a pu être directement impliquée dans de très 

nombreuses pathologies. En effet ces modifications permettent très souvent aux protéines 

néo-synthétisées d’acquérir leur structure tertiaire fonctionnelle. Elles peuvent aussi 

permettent à une protéine d’acquérir une nouvelle fonction  (permettant de nouvelles 

interactions, une nouvelle localisation subcellulaire), de réguler sa fonction (activation ou 

inactivation), ou encore de réguler sa demi vie. Les modifications des protéines cellulaires par 

liaison à des protéines ubiquitine (Ub) ou ubiquitine-like (Ubl)  en constituent un très bel 

exemple. De très nombreuses protéines sont en effet les cibles de systèmes enzymatiques, 

appelées voies de l’ubiquitine ou voies des ubiquitines-like, qui vont permettre de modifier 

leur fonction ou de les marquer pour les diriger vers le protéasome pour dégradation. 

 

II.1. La voie de l’Ubiquitine 

L’Ubiquitine est une protéine de 76 résidus d’acides aminés, Elle a ainsi été appelée 

parce qu’elle est localisée dans tous les compartiments subcellulaires de toutes les cellules des 

organismes (procaryotes, eucaryotes). Dans le génome humain l’Ubiquitine est codée par 

quatre gènes, UBB, UBC, UBA52 et RPS27A. Les gènes UBB et UBC codent des précurseurs 

de polyUbiquitines alors que les gènes UBA52 et RPS27A codent  une seule copie de 

l’Ubiquitine fusionnée à une protéine ribosomale L40 ou S27a, respectivement. 

Les Dr Avram Hershko, Aaron Ciechanover et Irwain Rose ont obtenu en 2004 le Prix 

Nobel de Chimie pour avoir découvert au début des années 1980 l’un des processus cycliques 

les plus importants dans les cellules; la dégradation des protéines contrôlée par la voie de 

l’Ubiquitine. Depuis cette date la voie de l’Ubiquitine a été impliquée dans beaucoup d’autres 

mécanismes physiologiques. 

 

II.1.1.  Le cycle  

La voie de l’Ubiquitine comprend plusieurs étapes enzymatiques successives qui 

permettent au final le couplage de l’Ubiquitine à une protéine cible (Figure 3). 
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Figure 3 : La voie de l’ubiquitine. La voie de l’ubiquitine (Ub)  nécessite l’activité de quatre 

enzymes : Les enzymes E1 d’activation, les enzymes E2 de conjugaison, les enzymes E3 de liaison de 

l’ubiquitine à la protéine cible (target protein) et les DUBs permettant le recyclage de l’Ubiquitine liée 

en Ubiquitine libre. 

 

Dans ce cycle, l’Ubiquitine doit d’abord passer par une étape de maturation avant 

d’être prise en charge par la machinerie d’ubiquitinylation (Reyes-Turcu and Wilkinson, 

2009). Dans un premier temps, une enzyme d’activation (E1) assure l’adénylation du résidu 

glycine G76 de l’Ubiquitine en présence d’adénosine triphosphate (ATP) et d’un ion 

magnésium (Mg
2+

) (Ciechanover et al., 1980; Hershko et al., 1980). L’Ubiquitine activée 

subit une attaque nucléophile de la cystéine catalytique de l’enzyme E1, suite à la 

déprotonation de son groupement sulfhydrile (Cys-SH) donnant un anion thiolate (Cys-S
-
). 

Une liaison thioester covalente de haute énergie est ainsi formée entre l’enzyme E1 et 

l’ubiquitine (Ciechanover et al., 1981, 1982). Cette dernière est par la suite transférée à la 

cystéine catalytique d’une enzyme de conjugaison (E2) lors d’une réaction de transthiolation. 

Dans la majorité des cas, l’enzyme de conjugaison E2 chargée (E2-Ub) est reconnue par une 

enzyme de liaison (E3) (Haas et al., 1988; Hershko et al., 1983). La caractéristique générale 

des enzymes de liaison est de faciliter, la formation d’un lien isopeptidique entre l’Ubiquitine 

et la protéine cible (Zimmerman et al., 2010). Ce lien covalent s’établit entre le groupement 

carboxyle du dernier résidu de l’Ubiquitine (G96) et le groupement  amine d’un résidu lysine 

de la protéine cible 
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II.1.2.  Les enzymes  

II.1.2.1. Les enzymes d’activation E1 

Les enzymes d’activation E1 initient le mécanisme de modification post-

traductionnelle. La plupart des enzymes E1 présentent des structures tridimensionnelles et des 

mécanismes d’activation similaires ; elles sont au nombre de huit chez l’homme (Schulman 

and Harper, 2009). Certaines enzymes d’activation E1 présentent la particularité de prendre 

en charge plusieurs des Ublps (Ubuquitin-like proteins) de différentes familles. Il semble que 

le mécanisme d’activation des Ublps soit très conservé, puisqu’il est retrouvé chez les 

procaryotes comme Escherichia coli (Gavin et al., 2012). 

Les enzymes d’activation E1 de l’Ubiquitine comportent trois domaines principaux: 

un domaine d’adénylation, un domaine catalytique (Cys) et un domaine UFD (Ubiquitin-Fold 

Domain) (Lee and Schindelin, 2008; Lois and Lima, 2005; Walden et al., 2003). Le domaine 

d’adénylation peut être composé de deux protéines. C’est au sein de ce domaine que se 

produit l’activation de l’Ubiquitine. Cette dernière est par la suite transférée sur la cystéine 

catalytique de l’enzyme (Olsen et al., 2010). Le domaine UFD sert au recrutement de 

l’enzyme de conjugaison E2 (Huang and Schulman, 2005; Lois and Lima, 2005). Ces 

domaines sont liés entre eux par des régions flexibles permettant des changements de 

conformation essentielles à la fonction de l’enzyme E1. 

II.1.2.2. Les enzymes de conjugaison E2 

Les familles des enzymes E2 de la voie de l’Ub/Ub-like comporte 37 memnbres 

comme l’équipe l’a montré (Michelle et al., 2009). La vaste majorité d’entre elles (37) est 

dédiée au processus d’Ubiquitinylation (Michelle et al., 2009; van Wijk and Timmers, 2010). 

Leur nombre, qui est plus important que celui des enzymes d’activation, reflète une 

spécialisation de leur fonction. En effet, les enzymes de conjugaison E2 servent 

d’intermédiaires dans le processus de modification post-traductionnelles en interagissant, dans 

un premier temps, avec les enzymes d’activation E1 et une fois liées à l’Ub ou Ublp, avec les 

multiples enzymes de liaison E3 (Wenzel et al., 2011). Ces interactions sont considérées 

comme consécutives car les enzymes d’activation E1 et les enzymes de liaison E3 

reconnaissent une surface similaire sur les enzymes de conjugaison E2 (Eletr et al., 2005). 

Toutes les enzymes de conjugaison E2 possèdent un domaine catalytique UBC (UBiquitin 

Conjugating) de cent cinquante résidus d’acides aminés environ où réside le site actif (Winn 
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et al., 2004). Mis à part la poche catalytique constituée de résidus relativement conservés 

entourant la cystéine active, la composition de la séquence primaire du domaine catalytique 

de conjugaison diffère grandement entre les différentes enzymes E2 (Tolbert et al., 2005). 

Néanmoins, le domaine catalytique de toutes les enzymes E2  présente une structure 

tridimensionnelle similaire et compacte (van Wijk and Timmers, 2010). Ce domaine est 

constitué de quatre hélices , d’une petite hélice 310 située à proximité du site actif, et d’un 

feuillet formé de quatre brins  antiparallèles (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Schéma de la structure tridimensionnelle du domaine UBC des enzymes de 

conjugaison E2. Les hélices  (H1 à H4) sont représentées par des cylindres rouges. Les brins  (S1 à 

S4) sont représentés par des flèches jaunes. Les boucles sont numérotées de L1 à L8 et les résidus 

fortement conservés sont indiqués dont la cystéine catalytique indiquée en rouge. (D’après Michelle et 

al. ; 2009) 

Les enzymes E2 sont souvent la cible de nombreuses modifications post-

traductionnelles qui modulent leurs activités (Scott et al., 2011). Ainsi UBC7 est adressé au 

protéasome lorsque sa cystéine catalytique est liée à une chaine de poly-Ubiquitine (Ravid 

and Hochstrasser, 2007). La modification du résidu lysine 92 de l’enzyme UBE2N par ISG15 

(interferon-stimulated protein of 15 kDa) inhibe sa capacité à former un lien thioester avec 

l’Ubiquitine (Zou et al., 2005). La SUMOylation de l’enzyme E2 UBE2K sur son résidu K14 

inhibe son interaction avec l’enzyme d’activation UBA1(Pichler et al., 2005).  
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II.1.2.3. Les enzymes de liaison E3 

On estime le nombre de gènes humains codant des enzymes de liaison E3 à plus de 

600 (Deshaies and Joazeiro, 2009). La grande diversité des cibles protéiques explique 

probablement le très grand nombre d’enzymes E3. L’E3 peut être considérée comme une 

protéine d’échafaudage (Buday and Tompa, 2010). En effet, celle-ci interagit à la fois avec 

l’enzyme de conjugaison E2 liée à une Ub/ Ublp et avec une protéine cible via des domaines 

distincts. Une des caractéristiques majeures des enzymes E3 est leur organisation en multi-

domaines. Ces différents domaines peuvent faire partie de la même chaine peptidique, comme 

pour la ligase E3 RAD18 (RADiation sensitivity protein 18) ou bien de chaines peptidiques 

différentes comme les ligases E3 Cullin-RING composées de complexes protéiques (Zheng et 

al., 2002).  

Les enzymes E3 peuvent être classées en deux principales familles : les ligases à 

domaine RING (Really Interesting New Gene) et les ligases à domaines HECT (Homologous 

to E6-associated protein C-terminus) (Deshaies and Joazeiro, 2009; Rotin and Kumar, 2009). 

Bien que les domaines HECT et RING soient structurellement différents, ceux-ci sont 

reconnus par la même région de l’enzyme de conjugaison E2.  

Les ligases E3 à domaines HECT présentent une similarité  avec les enzymes 

d’activation E1 et de conjugaison E2.  Ainsi avant d’aboutir à la modification du substrat 

protéique cible, un lien thioester est formé entre l’Ubiquitine et une cystéine active située au 

sein d’un domaine HECT multilobé (Scheffner et al., 1995). Alors que la région d’interaction 

avec la protéine cible, située en N-terminal de l’E3, le domaine HECT (environ trois cent 

cinquante résidus) qui interagit avec l’E2 et l’Ubiquitine est toujours localisé en C-terminal 

(Huang et al., 1999; Ogunjimi et al., 2010). Avec seulement une trentaine de membres 

répertoriés chez l’humain, la famille des E3 à domaine HECT ne représente qu’un faible 

pourcentage de l’ensemble des E3. 

La plupart des recherches actuelles portent sur la famille des E3 à domaines RING 

(Lorick et al., 1999) telles que les E3 à domaines U-box (Ubiquitin Fusion Degradation 

protein2-box) (Hatakeyama and Nakayama, 2003) et à domaines SP-RING (Siz/Protein 

Inhibitor of Activated STAT/RING) (Jackson, 2001). Ces enzymes représentent plus de 95% 

de l’ensemble des  E3 connus. Dans la majorité des cas connus, les E3 à domaines RING 

semblent participer à l’ubiquitinylation de la protéine cible sans formation de lien thioester 

avec l’Ubiquitine. Le modèle actuel propose que le rôle principal des E3 de type RING serait 
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d’augmenter la probabilité de réaction d’ubiquitinylation des protéines cibles pour les E2 en 

stabilisant le complexe substrat/E2/Ubiquitine (Deshaies and Joazeiro, 2009; Petroski and 

Deshaies, 2005). En effet, les E3 possèdent un domaine RING qui contacte l’enzyme de 

conjugaison E2, mais aussi un ou plusieurs autres domaines impliqués dans l’interaction avec 

la cible. Ces enzymes sont des protéines à multi-domaines qui peuvent être classées en une 

trentaine de sous-familles selon la nature et l’organisation des domaines ou motifs qu’elles 

contiennent (Deshaies and Joazeiro, 2009). La fonction des ligases E3 peut être modulée, 

entre autres, par leur oligomérisation, leurs interactions avec d’autres protéines ou par des 

modifications post-traductionnelles. 

II.1.2.4. Les enzymes de désubiquitinylation 

L’ubiquitinylation des protéines est un processus réversible. Les enzymes de 

désubiquitinylation (DeUBiquitinases (DUBs)), clivent la liaison iso-peptidique entre 

l’Ubiquitine et la protéine ubiquitinylée. Il existe plus d’une centaine de DUBs de différents 

types ; celles-ci reconnaissent l’Ubiquitine ou les différentes chaînes  poly-Ubiquitines liées 

aux protéines. Cette reconnaissance se fait via la présence de motifs d’interaction non-

covalente avec l’Ubiquitine. En fonction du type de motifs et de leur agencement, les DUBs 

reconnaissent différents types de chaines  poly-Ubiquitines (Reyes-Turcu and Wilkinson, 

2009).  

II.1.3.  Interactions de l’Ubiquitine avec les protéines 

II.1.3.1. Fonctions associées à l’Ubiquitinylation des protéines 

L’Ubiquitinylation d’un résidu lysine d’une protéine est encore souvent associée à un 

signal inducteur de dégradation de cette protéine cible par le protéasome tel que rapporté il y a 

plus de vingt ans (Chau et al., 1989; Eytan et al., 1989; Gregori et al., 1990). Afin de cibler la 

protéine Ubiquitinylée vers le protéasome, que celle-ci doit être poly-Ubiquitinylée (chaîne 

d’au moins quatre Ubiquitines) (Komander and Rape, 2012).  

Le type d’Ubiquitinylation (mono-ubiquitinylation, multi-ubiquitinylation, 

ubiquitinylation en amino-terminal ou poly-ubiquitinylation des protéines), ainsi que le type 

de chaîne formée font partie des facteurs qui déterminent le sort des protéines modifiées et les 

processus biologiques qui en résultent (Komander and Rape, 2012) (Figure 5).  
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Figure 5 : Les différentes topologies d’ubiquitinylation. A-Mono-ubiquitylation, B-Multi-mono-

ubiquitylation, C-Chaîne d’ubiquitine homogène, D-Chaîne d’ubiquitine mixte, (d’après Komander 

and Rape, 2012) 

 

À ce jour, des fonctions spécifiques ont été associées à chacune des formes 

d’ubiquitinylation caractérisée. Ainsi, la mono-ubiquitinylation des protéines est associée aux 

processus d’endocytose, d’activation de la transcription, mais aussi à la réparation de l’ADN 

(Hicke, 2001). La multi-ubiquitinylation est, elle aussi, associée à l’endocytose 

(Mukhopadhyay and Riezman, 2007). Bien que la poly-ubiquitinylation des protéines soit 

majoritairement associée à la dégradation des protéines via la protéasome, celle-ci est aussi 

reliée à différents processus biologiques en fonction du type de lien formé au sein de la chaîne 

de poly-Ubiquitines. Les sept résidus lysine sont autant de sites de couplage permettant la 

formation de chaînes de poly-Ubiquitines distinctes (Figure 6) (Komander and Rape, 2012). 

Le positionnement de ces sites de couplage influence la topologie des chaînes de poly-

Ubiquitines qui en résultent. Ainsi, les chaînes d’Ubiquitines issues du couplage covalent sur 

les résidus lysine K48 et K63 ont été les plus étudiées car étant les plus abondamment 

formées dans les cellules (Peng et al., 2003). Les chaînes de poly-Ubiquitines (K6) sont 

associées à la réparation et à la réplication de l’ADN (Morris, 2010). Les chaînes de poly-

Ubiquitines via le résidu K11 ont été associées à la dégradation de protéines au cours du cycle 

cellulaire (APC/C) mais aussi à la dégradation des protéines endosomales (ERAD pour 

Endoplasmic Reticulum Associted protein Degradation) (Jin et al., 2008; Xu et al., 2009).  
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Les chaînes de poly-Ubiquitines (K29) sont quant à elles, associées à la dégradation via le 

lysosome (Mastrandrea et al., 1999). Les chaînes de poly-Ubiquitines (K48) sont impliquées 

dans la dégradation des protéines par le protéasome. Finalement, les chaînes (K63) sont, elles, 

majoritairement impliquées dans les processus de réparation de l’ADN et de régulation de 

kinases (Shambharkar et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Position des lysines sur la molécule d’Ubiquitine pouvant se lier à des protéines cibles 

 

II.1.3.2. Fonctions associées à l’interaction non-covalente de l’Ubiquitine avec 

les protéines 

On recense plus d’une vingtaine de motifs ou de domaines différents, pour lesquels 

une interaction non covalente avec l’Ubiquitine a été déterminée (Tableau 4). La majorité des 

protéines exposant ces domaines sont associées à la machinerie d’ubiquitinylation ou bien à la 

dégradation protéique via le protéasome (Husnjak and Dikic, 2012). Ces régions nommées 

Ubiquitin Binding Domains (UBDs) sont donc considérées comme des décodeurs/traducteurs 

du code de l’Ubiquitine. Ces UBDs (Ubiquitin Binding Domains) peuvent se classer en quatre 

groupes, en fonction de la nature du domaine qui lie l’Ubiquitine. Un premier groupe forme 

des domaines constitués d’une ou de plusieurs hélices α (les UIM, pour Ubiquitin Interacting 

Motif et les UBA, pour UBiquitin Associated domain). Ce sont les UBDs les plus répandues. 

Un second groupe englobe des domaines de type doigts de zinc (A20 Zinc Finger, UBP ZF 

pour Ubiquitin-Binding Protein Zinc Finger et NZF pour Npl4 Zinc Finger). Une troisième 

catégorie regroupe des protéines arborant un domaine PH (Pleckstrin-Homology). Enfin, tel 

que précédemment abordé, certaines enzymes de conjugaison E2 interagissent de manière 

non-covalente avec l’Ubiquitine via la surface backside (région sur la surface opposée au site 
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actif) de leur domaine UBC. Finalement, un dernier groupe englobe des protéines distinctes 

qui interagissent avec l’Ubiquitine via un domaine spécifique à chacune d’entre elles.  

  
UBD Structure du domaine 

résidu 

reconnu 
Intéraction 

1er groupe 

UBA domaine de 3 hélices I44 Mono/Poly-Ub (K48) et UBL 

CUE domaine de 3 hélices I44 Mono-Ub 

UIM hélice  I44 
Mono/Poly-Ub (K48, K63) et 

UBL 

MIU/IUIM hélice  I44 Mono-Ub 

DUIM hélice  I44 Mono-Ub 

VHS longue hélice  I44 Mono-Ub 

GAT domaine de 3 hélices I44 Mono-Ub 

2ème 

groupe 

NZF doigt de zinc Brin  I44 Mono/Poly-Ub (K63) 

ZnF A20 doigtde zinc D58 Mono-Ub 

ZnF UBP doigt de zinc   L8 et I36 Poly-Ub 

UBZ doigtde zinc () I44 Mono/Poly-Ub  

3ème 

groupe 

GLUE domaine PH I44 Mono-Ub 

PRU domaine PH I44 Mono/Poly-Ub  et UBL 

4ème 

groupe 

UBC Feuillet  I44 Mono-Ub 

UEV Feuillet  I44 Mono-Ub 

UBM hélicetour hélice L8    Mono-Ub 

Jab1/MPN domaine MPN I44 Mono-Ub 

PFU 4 brins  et 2 hélices  I44 Mono/Poly-Ub  

SH3 tonneau I44 Mono-Ub 

UBAN dimère coiled coil F4 et I44 di-Ub (M1) 

WD40b 

propeller 
WD40b propeller I44 Mono-Ub 

Tableau 4 : Inventaire et caractéristiques des différentes UBDs intéragissant avec l’Ubiquitine  

 

Les conséquences moléculaires et fonctionnelles qui résultent de l’interaction de ces 

UBDs avec l’Ubiquitine sont très diverses et dépendent de nombreux facteurs (le type de 

chaînes d’Ubiquitine, la nature du domaine d’interaction, la voie de signalisation dans 

laquelle la protéine est impliquée etc…). Ainsi, et pour ne citer que quelques exemples, on 

retrouve des domaines d’interaction avec l’Ubiquitine dans beaucoup d’enzymes associées 

aux processus d’Ubiquitinylation. Parmi celles-ci, on compte plusieurs enzymes de 
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conjugaison E2 qui interagissent avec l’Ubiquitine via différentes interfaces (Brzovic and 

Klevit, 2006; Merkley and Shaw, 2004). Ces interactions sont importantes pour la formation 

de chaines de poly-Ubiquitines. On compte aussi plusieurs enzymes de liaison E3 de 

différentes familles qui présentent des domaines/motifs d’interaction avec l’Ubiquitine. Ceux-

ci permettent, entre autres, de faciliter l’élongation des chaines de poly-Ubiquitines, de 

reconnaitre des partenaires poly-ubiquitinylés ou de favoriser l’ubiquitinylation de substrats 

(Blankenship et al., 2009; Davies et al., 2004; Yagi et al., 2012). Différents types de domaines 

d’interaction avec l’Ubiquitine sont aussi retrouvés dans plusieurs des composantes du 

protéasome (Schreiner et al., 2008; Zhang et al., 2009). Ces domaines sont impliqués dans la 

reconnaissance spécifique de protéines poly-ubiquitinylées qui seront dégradées par le 

protéasome. 

 

II.1.4. Voie de l’ubiquitine et la SLA 

La présence d’inclusions riches en Ubiquitine dans les motoneurones est une 

caractéristique  neuropathologique retrouvée chez les patients SLAf et SLAs mais aussi dans 

des modèles animaux et cellulaire de la maladie (Bendotti et al., 2004; Leigh et al., 1991; 

Migheli et al., 1990). De nombreuses protéines cellulaires ont leur demi-vie régulée par le 

système Ubiquitine-protéasome, prévenant leur accumulation potentiellement toxique par la 

cellule. Le fait d’observer des inclusions intracellulaire contenant de l’Ubiquitine dans la SLA 

a été attribué à des pertubations du fonctionnement des voies Ub/Ub-like (Cheroni et al., 

2005; Urushitani et al., 2002, 2004). Plusieurs études ont en effet montré une implication 

directe de ces voies dans cette pathologie. 

Outre l’accumulation d’agrégats de protéines ubiquitinyléees dans les motoneurones, 

des changements dans la composition des sous-unités du protéasome ou des protéines liées à 

l’UPS (Ubiquitine Proteasome System) ont été démontrées chez les patients SLA et dans 

certains modèles animaux. Une étude a montré que l'accumulation de la protéine mutante 

SOD1 dans la moelle épinière de souris transgéniques de SOD1
G93A

 symptomatique est due à 

une altération de la dégradation de la protéine mutante SOD1 plutôt qu’à une augmentation 

des niveaux d’expression.  

Par ailleurs plusieurs gènes mutées dans des cas des SLA codent des protéines qui, soit 

interagissent directement avec l’UPS comme VCP, FUS, UBQLN2, soit sont connues pour 

être dégradée par le protéasome, comme SOD1 et TDP43. 
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II.1.4.1. SOD1 

Une étude a montré qu’au cours de la progression de la maladie, les souris 

transgéniques surexprimant SOD1
G93C

 accumulent sélectivement la protéine mutante dans la 

région ventrale de la moelle épinière, où sont situés les motoneurones, mais non dans 

l’hippocampe. Des immunocytochimies des moelles épinières de souris SOD1
G93C

 ont montré 

que la formation d’agrégats Ubiquitine positifs dans les motoneurones était en corrélation 

avec la progression de la maladie (Basso et al., 2006; Cheroni et al., 2005). 

Les inclusions protéiques détectées chez les patients SLA et chez les modèles de 

souris contiennent des protéines de l’UPS. Les interactions possibles de SOD1 mutante avec 

certaines de ces molécules ont été étudiées plus en détail et sont présentées ci-dessous 

Dorfin, une E3 ligase de type RING a été trouvée localisée dans les inclusions 

présentes dans les motoneurones de moelle épinière de patients SLAf et SLAs. En culture 

cellulaire, Dorfin peut sélectivement interagir avec SOD1 mutante, permettant sa poly-

ubiquitinylation et sa dégradation, et protégeant ainsi les cellules de l’effet toxique de la 

protéine mutante (Niwa et al., 2002). L’activité E3 de Dorfin dépend de son interaction 

directe avec la protéine VCP, dont le gène a été trouvé muté chez des patients SLAf (Johnson 

et al., 2010). En fait VCP
K524A

, une forme dominante de la protéine, réduit l’activité E3 de 

Dorfin sur SOD1 mutante (Ishigaki et al., 2004). Fait intéressant, l’expression de Dorfin est 

augmentée dans la moelle épinière de patients SLAs (Ishigaki et al., 2002) et colocalise avec 

VCP dans les inclusions dans les neurones de patients SLA (Ishigaki et al., 2004). Enfin le 

surexpression de Dorfin in vitro protège les cellules neuronales contre l’effet toxique de la 

protéine mutante SOD1 et réduit les inclusions de SOD1 (Niwa et al., 2002), tandis que chez 

les souris SOD1
G93A

, il diminue les taux de SOD1 mutante dans la moelle épinière et améliore 

les symptômes neurologiques (Sone et al., 2010). 

Gp78 est une E3 ancrée à la membrane du réticulum endoplasmique et caractérisée par 

un domaine cytosolique RING-finger. Elle est impliquée dans la dégradation associée à 

l’ERAD (Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) (Fang et al., 2001). Comme 

Dorphin, gp78 interagit physiquement avec VCP et cette interaction représente une voie de 

couplage de l’ubiquitinylation avec une retrotranslocation dans le cytosol qui conduit au 

protéasome. Dans un modèle de culture cellulaire, gp78 a été montré pour interagir avec la 

protéine mutante SOD1 provoquant son ubiquitinylation et sa dégradation via l’ERAD. Le 

knock-out de gp78 dans les cultures primaires de neurones de souris SLAf mutée pour SOD1 
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provoquent une augmentation de la mort cellulaire et la formation d’agrégats SOD1. De plus, 

l’expression de gp78 est augmentée dans la moelle épinière de souris SLAf mutée SOD1 

avant l’apparition des symptômes et cette protéine colocalise avec les inclusions SOD1 

positives (Ying et al., 2009). 

NEDL1 (NEDDA-Like ubiquitin-protein ligase-1) est également une E3 à motif 

HECT qui s’exprime préférentiellement dans les tissus nerveux et qui interagit avec 

Traptranslocation associated protein , un composant du réticulum endoplasmique (RE) 

impliqué dans la translocation des protéines. Dans les motoneurones de moëlle épinière dans 

les souris transgéniques SOD1 et chez les patients SLAf, la protéine SOD1 mutée, interagit 

avec le complexe NEDL1-Trap. Le degré d’ubiquitinylation de SOD1 mutée par NEDL1 est 

en corrélation avec la gravité de la maladie (Miyazaki et al., 2004). 

MITOL, aussi connu comme l’E3 MULAN (Mitochondrial E3 ubiquitin-protein ligase 

1) ou Mdm30 (mitochondrial distribution and morphology protein 30), est localisée dans la 

membrane externe mitochondriale. Elle régule la dégradation des mutants SOD1 mal repliés 

dans la mitochondrie. L’accumulation et l’agrégation des mutants SOD1 dans les 

mitochondries ont été impliquées dans la toxicité neuronale des mutants SOD1 et dans la 

pathogénicité de la SLAf (Cozzolino et al., 2009). MITOL atténuait la toxicité des mutants 

SOD1 en ubiquitinylant sélectivement les mutants SOD1 mitochondriaux et conduisant à leur 

dégradation (Yonashiro et al., 2009).   

II.1.4.2. TDP-43 

Le facteur nucléaire TDP43 (TAR DNA-binding protein 43) a été identifié comme un 

composant majeur des inclusions ubiquitinylées observés dans les SLAs (Neumann et al., 

2006). Il a été suggéré que la redistribution cytoplasmique de TDP-43 serait un événement 

précoce dans la SLA, qui précèderait la formation d’inclusions d’Ubiquitine positives 

insolubles dans les motoneurones (Giordana et al., 2010). L’accumulation de TDP-43 

ubiquitinylées pourrait être une conséquence d’une déficience de l’UPS et/ou de l’autophagie. 

Une étude récente a montré que 2 enzymes de la voie de l’ubiquitine, UBE2E3 et UBPY, 

participent à la régulation de TDP-43 via son ubiquitinylation (Hans et al., 2014). 

II.1.4.3. FUS 

Plusieurs études ont montré la présence de la protéine FUS dans les inclusions 

Ubiquitine positives dans la moelle épinière des patients SLA (Kwiatkowski et al., 2009; 
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Neumann et al., 2009; Tateishi et al., 2010).  In vitro, l’expression de la protéine FUS sauvage 

ou mutée n’induit pas d’accumulation significative de dépot d’Ubiquitine (Ito et al., 2011) 

conduisant à l’hypothèse que l’ubiquitinylation de FUS interviendrait à la fin du processus de 

formation des inclusions.  

II.1.4.4. VCP 

VCP est un facteur de chaîne multi-Ubiquitines de ciblage nécessaire pour transférer 

les protéines mal repliées vers le protéasome 26S pour la dégradation (Dai and Li, 2001). Des 

études récentes ont démontré in vitro que la dégradation de la protéine mutante SOD1 par le 

protéasome peut être médiée par un système complexe qui implique l’interaction de VCP avec 

le complexe CHIP et Bag-1 et des E3 dorfin, gp78 ouMITOL. Ainsi une modification de 

l’expression ou de l’activité de VCP pourrait expliquer l’accumulation de protéines 

ubiquitinylées dans les neurones moteurs dans la SLA. 

II.1.4.5. UBQLN2 

L’ubiquiline 2 est un membre de la famille de l’Ubiquiline, qui régule la dégradation des 

protéines ubiquitinylées. Elle contient un domaine analogue à l’Ubiquitine en N-terminal et 

un domaine associé à l’Ubiquitine en C-terminal. Cette protéine associe physiquement le 

protéasome 19s et les chaines poly-Ubiquitines, liées à des protéines à dégrader. Deng et al.  a 

montré une perte d’activité de l’UPS dans les cellules exprimant une forme mutée de 

l’Ubiquiline 2 (Deng et al., 2011). 

 

II.2. La voie de la SUMOylation 

La SUMOylation est une voie de modification post-traductionnelle des protéines 

proche dans son fonctionnement de la voie de l’ubiquitinylation (d’où son nom ubiquitin-

like). Dans cette voie les petites protéines SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) sont 

liées de façon covalente à des protéines cibles. Contrairement à l’ubiquitinylation, la 

SUMOylation ne conduit pas directement à la dégradation des protéines même si elle peut y 

participer indirectement en régulant la balance ubiquitinylation/SUMOylation de ses cibles 

protéiques. La voie de la SUMOylation est principalement connue pour réguler les 

interactions protéine/protéine et donc leur activité, leur localisation intracellulaire et leur 

transport nucléo-cytoplasmique. Elle est aussi impliquée, tout comme la voie de 
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l’ubiquitinylation, dans les mécanismes épigénétiques de régulation de la compaction de la 

chromatine par modifications post-traductionnelles des histones des nucléosomes. 

 

II.2.1. Les différents isoformes de SUMO 

 

A 

 

 

 

 

 

 

B 

sumo2           MADEKPKE-----GVKTENNDHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSM 55 

sumo3           MSEEKPKE-----GVKTEN-DHINLKVAGQDGSVVQFKIKRHTPLSKLMKAYCERQGLSM 54 

sumo1           MSDQEAKPSTEDLGDKKEG-EYIKLKVIGQDSSEIHFKVKMTTHLKKLKESYCQRQGVPM 59 

ubiquitin       ----------------------MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPP 38 

 

sumo2           RQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG 93 

sumo3           RQIRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDTIDVFQQQTGG 92 

sumo1           NSLRFLFEGQRIADNHTPKELGMEEEDVIEVYQEQTGG 97 

ubiquitin       DQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG 76 

 

Figure 7 : Structure et alignement de l’Ubiquitine, SUMO1, SUMO2 et SUMO3 A-

Représentation schématique de la structure tridimensionnelle des formes humaines de l’Ubiquitine et 

de SUMO1 et SUMO2 (Martin, 2009). B-.Alignement des séquences primaires des protéines 

humaines Ubiquitine, SUMO1, SUMO2 et SUMO3 (logiciel ClustalW). En vert, résidus identiques 

pour les 4 protéines, en bleu résidus identiques pour les 3 isoformes de SUMO. 

 

Les protéines SUMO sont aussi appelées Ubiquitin-like car même si SUMO1 par 

exemple ne présente que 18% d’identité de séquence avec la protéine Ubiquitine, leurs 

structures tridimenstionnelles sont quasiment superposables (Figure 7). Il existe chez 

l’homme trois principales isoformes de SUMO (Lapenta et al., 1997). SUMO1 présente 50% 
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de similarité de séquence primaire avec SUMO2 et SUMO3, qui elles-mêmes présentent 95 % 

de similarité entre elles, (seulement 3 acides aminés différent entre ces 2 isoformes. SUMO4 

présente une grande homologie avec SUMO2/3 (87%) mais son expression est limitée aux 

reins, à la ratte et aux ganglions lymphatiques (Bohren et al., 2004). Les gènes des différentes 

isoformes de SUMO sont localisés pour SUMO1 en 2q33, SUMO2 en 17q25.1, SUMO3 en 

21q22.3 et SUMO4 en 6q25.  

Les différentes isoformes de SUMO sont exprimées sous la forme de précurseurs qui 

vont subir une étape de maturation par un clivage d’une extension C-terminale effectuée par 

l’une des protéases spécifiques de SUMO, les SENPs (sentrin-specific protease). Ce clivage 

permet d’exposer les glycines C-Terminales requises pour la conjugaison des protéines cibles. 

 

 

II.2.2. Le cycle 

La voie de la SUMOylation est un cycle enzymatique réversible en plusieurs étapes. 

Elle est initiée par la formation ATP-dépendante d’un pont thioester entre la glycine C-

terminale exposée de SUMO et une cystéine interne de l’enzyme E1 d’activation, un 

hétérodimère composé de 2 sous-unités (SAE1 et SAE2). SUMO activée est ensuite transférée 

par transestérification sur la cystéine catalytique de l’unique enzyme de conjugaison E2 de la 

voie de la SUMOylation, UBE2I. UBE2I a la capacité de reconnaître directement les 

protéines cibles et de catalyser la formation d’une liaison isopeptidique entre la glycine C-

terminale de SUMO et le groupe –amine d’une lysine de la protéine cible. La conjugaison de 

SUMO est très spécifique. Le plus souvent SUMO se fixe sur une lysine comprise dans un 

motif consensus défini par le motif protéique KxE/D ;  correspondant à un résidu 

hydrophobe, x à un résidu quelconque et E/D au glutamate ou à l’aspartate respectivement. 

Les ligases E3 de la voie de la SUMOylation permettent d’accroître l’efficacité globale de la 

SUMOylation en augmentant la spécificité pour le substrat protéique cible. Cette réaction est 

réversible grâce aux protéases SENPs qui clivent la liaison SUMO-protéine cible (Figure 8). 
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Figure 8 : La voie de la SUMOylation  (Dangoumau et al., 2013). La voie de la SUMOylation  est 

composée de quatre enzymes : L’enzyme E1 d’activation (SAE1/SAE2), l’enzyme E2 de conjugaison 

(UBE2I), les enzymes E3 de liaison de la protéine SUMO à la protéine cible (target protein) et les 

SENPs permettent le recyclage de SUMO liée en SUMO libre. 

 

II.2.3. Les enzymes  

II.2.3.1. Le complexe enzymatique d’activation E1 

Contrairement à la voie de l’Ubiquitine, l’enzyme E1 d’activation de la voie de la 

SUMOylation catalyse une réaction en trois étapes. Le groupe carboxyle en C-terminal de 

SUMO réagit avec une molécule d’ATP, formant un groupement adénylate. Ensuite, le 

groupe thiol de la cystéine du site actif de l’E1 réagit avec le groupement adénylate de 

SUMO, libérant une molécule d’AMP et formant une liaison thioester de haute énergie entre 

l’enzyme E1 et SUMO. Enfin la protéine SUMO activée est transférée sur une cystéine de 

l’enzyme E2. La plupart des organismes contiennent une seule enzyme d’activation E1 pour 

SUMO. Cette enzyme existe sous la forme d’un complexe hétérodimérique, chaque 

monomère ayant des similarités avec des régions de l’enzyme E1 de l’Ubiquitine. La sous-

unité SAE1 (SAE Aos1) possède des similarités avec la région N-terminale de l’E1 de 

l’Ubiquitine tandis que SAE2 (UBA2), deuxième sous unité du complexe, est similaire à 

l’extrémité C-terminale de l’E1 de l’Ubiquitine (Johnson and Blobel, 1997). Les monomères 
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ne sont jamais observés individualisés dans les cellules et par conséquent il est supposé qu’ils 

sont incapables de fonctionner de façon indépendante (Azuma et al., 2001). 

II.2.3.2. L’enzyme de conjugaison E2 

Dans la seconde étape de la voie de la SUMOylation, SUMO est transférée de 

l’enzyme E1 à la cystéine du site actif de l’enzyme de conjugaison E2, ceci en formant une 

liaison thioester. La présence d’une seule enzyme E2, UBE2I, dans la voie de la 

SUMOylation contraste avec l’existence de nombreuses E2 chez l’homme pour la voie de 

l’ubiquitinylation (Hayashi et al., 2002; Michelle et al., 2009).  

II.2.3.3. Les enzymes de liaison E3 

Un grand nombre de SUMO E3 ligases ont été découvertes. Elles ont été classées en 

trois familles : la famille des PIAS (protein inhibitor of activated STAT) (Hochstrasser, 2001), 

la famille de la protéine RanBP2 (Ran binding protein 2) (Pichler and Melchior, 2002) et la 

famille de la protéine Pc2 (Polycomb Pc2) (Kagey et al., 2003). Pour que ces protéines 

répondent à la définition d’une E3, elles doivent 1) se lier à l’E2, 2) se lier à une cible 

protéique et 3) favoriser le transfert de SUMO de l’E2 sur le substrat. Ces E3 ne forment pas 

d’intermédiaires covalents avec SUMO, mais semblent agir en approchant UBE2I et les cibles 

protéiques.  

Le plus grand groupe de ligases E3 réunis les protéines PIAS codées par quatre gènes 

chez les mammifères : PIAS1, PIAS3, PIAS et PIASx possèdant deux isoformes issues d’un 

épissage alternatif, désignés PIASx (ARIP3) et PIASx (Miz1) (Liu et al., 1998). PIAS1 et 

PIAS3 sont exprimés dans toutes les cellules de l’organisme alors que PIASx et PIASy 

semblent avoir une expression principalement testiculaires (Gross et al., 2001). Les PIAS ont 

une région N-terminale (400 résidus) fortement conservées qui consiste en un domaine 

responsable de la liaison avec les domaines d’ADN riche en AT et un domaine SP-RING. Ce 

domaine ressemble aux domaines RING présent dans de nombreuses E3 de l’ubiquitinylation. 

Il se lie à UBE2I favorisant la SUMOylation (Schmidt and Müller, 2002). Les PIAS 

contiennent également des motifs d’interaction à SUMO (SIMs) qui peuvent se lier aux 

protéines SUMO (Rytinki et al., 2009). Les principales différences entre les protéines PIAS 

est en C-terminal. Il est probable que ces domaines C-terminaux interagissent avec des 

substrats spécifiques. Il a été montré que les différentes protéines PIAS SUMOylent un 

ensemble de substrats différents qui peuvent occasionnellement se chevaucher (Schmidt and 
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Müller, 2002). Par exemple PIAS1, PIAS3 et PIASy peuvent toutes promouvoir la 

SUMOylation de p53 (Kahyo et al., 2001; Schmidt and Müller, 2002).  

Le deuxième groupe d’E3 ligases contient des protéines membres de la grande 

protéine de pore nucléaire spécifique des vertébrés RanBP2 (également appelé Nup358), qui 

se localise sur les fibrilles cytoplasmiques des pores nucléaires et contient plusieurs domaines 

fonctionnels (Pichler and Melchior, 2002). Le domaine E3, appelé domaine de répétition 

interne (IR), contient deux répétitions d’une séquence d’environ 50 résidus qui ne partage 

aucune similarité de séquence avec une quelconque E3 d’ubiquitinylation. En plus d’avoir la 

capacité d’agir comme une E3 de la voie de la SUMOylation le domaine IR de RanGAP1 

forme un complexe trimérique stable avec SUMO-domaine IR et UBE2I. Il est responsable de 

la localisation de SUMO-RanGAP1 aux pores nucléaires (Saitoh et al., 1998). RanBP2 lui-

même peut également être sumoylée (Pichler and Melchior, 2002; Saitoh et al., 1998), ce qui 

permettrait son importation nucléaire.  

La dernière famille d’E3 ligases de SUMOylation identifiée à ce jour est le groupe des 

protéines Polycomb (PcG) PC2 (Kagey et al., 2003). Les protéines PcG forment de grands 

complexes multimériques qui ont une activité de méthylation d’histone. Ils participent à la 

répression de la transcription. Pc2 SUMOyle le co-represseur de transcription CtBP localisé 

dans le noyau (Lin et al., 2003). 

II.2.3.4. Les SENPs 

La voie de la SUMOylation est un système dynamique qui change d’activité au cours 

du cycle cellulaire et en réponse à divers stimuli. Des enzymes de clivage de SUMO, les 

SENPs (isopeptidases) présentent au moins deux fonctions dans ce processus. Elles clivent la 

liaison entre SUMO et la cible protéique, ce qui rend la modification réversible. Elles 

fournissent également une source de SUMO libres pouvant être réutilisés. SUMO libre est 

générée à la fois à partir de SUMO nouvellement synthétisée, qui doit être clivée pour 

supprimer un court peptide C-terminal, et à partir de déSUMOylation de protéines 

SUMOylées. Ces deux sources de SUMO libres sont indispensables pour maintenir un niveau 

constant de SUMOylation. Toutes les SENPs contiennent un domaine C-terminal d’environ 

250 acides aminés (domaine ULP) qui a une activité de clivage de SUMO (Mossessova and 

Lima, 2000). Par contre le domaine N-terminal est différent selon les SENPs. Il est 

responsable de la localisation cellulaire et est substrat spécifique (Mossessova and Lima, 

2000)(Li and Hochstrasser, 2003) (Figure 9). Actuellement, six SUMO protéases ont été 
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identifiés chez l’Homme, SENP1 à 3 et SENP5 à 7 (Kamitani et al., 1998; Kim et al., 2002).  

En fonction de leur homologie, la famille des SENP peut être divisée en trois sous familles.  

SENP1 et SENP2 présentent une séquence conservée d’environ 40 résidus an amont du 

domaine catalytique. Elles constituent la première sous famille SENP. Le domaine catalytique 

de SENP3 est à 62% identique à celui de SENP5. Ces deux SENPs sont classées dans la 

deuxième sous-famille. La troisième sous-famille des SENPs est composée de SENP6 et 

SENP7 contenant une insertion de 80 résidus dans leur domaine catalytique. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Structure primaire des SENPs. Le domaine conservé ULP est représenté en vert (d’après 

Hwa Kim, 2008). Les chiffres représentent la taille en acides aminées. 

 

SENP1 est localisée principalement dans le noyau à l’exclusion du nucléole. Elle 

contient un signal de localisation nucléaire (NLS) à l’intérieur de son extrémité N-terminale. 

EN plus du NLS, SENP1 dispose également d’un signal d’exportation nucléaire (NES) dans 

la région C-terminale, permettant d’effectuer un transfert nucléocytoplasmique. Les cibles de 

SENP1 incluent une grande famille de facteurs de transcription et leurs co-régulateurs tels que 

les récepteurs des androgènes et les histones désacétylases (Bawa-Khalfe et al., 2007). SENP1 

est également responsable de la maturation et de la déSUMOylation de SUMO1. Dans les 

cellules déficientes en SENP1, on observe une accumulation de SUMO1 libres et de SUMO1 

conjugués alors que SUMO2/3 et leurs conjugués restent stables (Yamaguchi et al., 2005). 

Les rôles biologiques de SENP1 sont étroitement associés au développement comme le 

montre un certain nombre d’études sur animaux transgéniques (Mukhopadhyay, 2007). 
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SENP2 est une protéase associée à la membrane nucléaire. Elle se trouve du côté 

nucléoplasmique du complexe du pore nucléaire (Hang and Dasso, 2002; Zhang et al., 2002). 

Comme SENP1, elle contient également une séquence NLS et NES et se comporte comme 

une protéine du transport nucléocytoplasmique. Elle est également sensible à 

l’ubiquitinylation cytoplasmique et à la dégradation par le protéasome (Itahana et al., 2006). 

SENP3 et SENP5 sont localisées dans le nucléole et ont une préférence pour la 

déSUMOylation de SUMO2 et 3 (Di Bacco et al., 2006; Gong and Yeh, 2006; Nishida et al., 

2000). La distribution tissulaire par immunoblot dans différentes lignées cellulaires semble 

indiquer que SENP5 est présente principalement dans les cellules de la prostate (PC3), le sang 

(cellules HeLa), et les seins (MCF7) (Gong and Yeh, 2006). La surexpression de SENP5 

conduit à l’inhibition de la prolifération cellulaire et à une altération de l’architecture 

nucléaire, ce qui suggère un rôle cruciale de SENP5 dans la mitose et /ou la cytokinèse (Di 

Bacco et al., 2006). 

Les protéases SENP6 et SENP7 se trouvent dans le cytosol (Kim and Baek, 2009; 

Mukhopadhyay and Riezman, 2007). SENP6 est également située dans le noyau et présente 

une préférence pour le clivage des chaînes polyméres de SUMO2/3. SENP6 et SENP7 

présentent une activité hydrolytique similaire à SENP2 dans la réaction de déconjugaison de 

SUMO2/3 et dans les réactions de clivages des polymères SUMO2/3. Elles présentent une 

activité beaucoup plus faible pour la réaction de déconjugaison de SUMO1.  

 

II.2.4. Les sites de SUMOylation des protéines  

II.2.4.1. Les sites consensus de SUMOylation 

Peu de temps après la caractérisation des enzymes impliquées dans le processus de 

SUMOylation, un site consensus de SUMOylation a pu être défini (Sternsdorf et al., 1999). 

Ce dernier a été caractérisé pour un très grand nombre de substrats protéiques. 

Dans la majorité des cas la modification par SUMO d’un résidu lysine d’une protéine 

cible s’effectue si celui-ci se trouve au sein d’un motif ou d’un site consensus spécifique qui 

correspond au site consensus canonique KxE/D,  correspond à un résidu hydrophobe, K à 

un résidu lysine, x à n’importe quel résidu et E/D est un résidu acide à savoir un acide 

glutamique ou un acide aspartique (Sternsdorf et al., 1999). Plusieurs algorithmes de 
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prédiction de sites de SUMOylation consensus au sein d’une protéine donnée ont été conçus 

dans le but de faciliter leur identification (SUMOplot et SUMOsp). Cependant, le site 

consensus seul n’est pas suffisant. En effet, certaines protéines qui possèdent ce site 

consensus ne sont pasSUMOylées sur ce site (Pichler et al., 2005). En effet des critères 

structuraux rentrent aussi en compte. Suite à la détermination de la structure du complexe 

ternaire UBC9/RanGap1/SUMO1, les principales caractéristiques structurales d’un site 

consensus de SUMOylation ont pu être déterminées (Bernier-Villamor et al., 2002). Ainsi un 

site de SUMOylation doit généralement faire partie d’une région non-structurée ou d’une 

boucle. Il est suggéré que ce sont les résidus entourant le site actif de la seule enzyme de 

conjugaison UBE2I qui dictent, pour partie, la reconnaissance de la séquence consensus de 

SUMOylation. 

Récemment des sites consensus alternatifs ont été déterminés. Tout d’abord, une 

approche par spectrométrie de masse a permis d’identifier deux types de sites pour plusieurs 

substrats de SUMO2 (Matic et al., 2010). Le premier type correspond en tout point au site 

consensus classique, mais en position inversée : ICM (Inverted Consensus Motif, E/DxK). 

Le deuxième type contient une séquence courte de résidus hydrophobes en N-terminal du 

résidu lysine ciblé par SUMO : HCSM (Hydrophobic Cluster SUMO Motif).  

Enfin deux régions adjacentes au site de SUMOylation consensus ont été identifiées comme 

influençant positivement la SUMOylation au site consensus. Dans le premier cas, le site de 

SUMOylation consensus est suivi par des résidus chargés négativement (NDSM pour 

Negatively charged amino-acid-Dependent SUMO Motif) (Yang et al., 2006). Ces résidus 

acides favorisent la SUMOylation du résidu lysine présent au sein du site consensus. Dans le 

deuxième cas, le site de SUMOylation consensus est régulé par la phosphorylation (PDSM 

pour Phosphorylation-Dependent SUMO Motif) (Hietakangas et al., 2003). Il est suivi par des 

résidus sérines et/ou thréonines phosphorylables. Lorsque phosphorylés, ces derniers entrent 

en contact  avec une surface basique d’UBE2I ce qui facilite la SUMOylation des substrats 

protéiques (Mohideen et al., 2009).  

Plus récemment, une étude a mis à jour un nouveau site de SUMOylation, baptisé 

pSuM pour phosphorylated SuMOylation Motif; le motif est présent dans un nombre 

significatif de protéines. Quasi identique au site consensus de SUMOylation, il comporte un 

résidu sérine phosphorylable à l’emplacement du résidu acide  (E/D) trouvé dans le site 

consensus classique (Picard et al., 2012). 
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II.2.4.2. Les sites non consensus de SUMOylation 

 Un motif de liaison avec SUMO, SIM (SUMO Interacting Motif), a été identifié dans 

plusieurs protéines sur la base de leur interaction non-covalente avec SUMO  (Minty et al., 

2000). Une séquence consensus de ce motif a par la suite été déterminée (Hannich et al., 

2005; Reverter and Lima, 2005; Song et al., 2004, 2005). Elle correspond à ΨΨxΨ ou ΨxΨΨ 

(où Ψ correspond à un résidu hydrophobe, le plus souvent V, I ou L et x correspond à 

n’importe quel résidu). Lorsque le motif SIM de la protéine cible se lie à SUMO, il forme un 

brin β parallèle ou antiparallèle prolongeant le feuillet β de SUMOs. En plus de dicter 

l’orientation SUMO/SIM, les résidus sérines et/ou thréonines juxtaposés aux motifs SIMs 

sont dans la grande majorité des cas phosphorylable par la kinase CK2 (Stehmeier and Muller, 

2009). L’apport de charges négatives par la phosphorylation de ces résidus semble favoriser 

les interactions SUMO/SIM. Récemment, il a aussi été déterminé que l’acétylation des 

protéines SUMO sur des résidus spécifiques, altère leur interaction avec certains motifs SIM 

(Ullmann et al., 2012).  

II.2.5. Fonctions biologiques de la SUMOylation 

II.2.5.1. Conséquences moléculaires   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Conséquences moléculaires des interactions covalentes et non covalentes de SUMO 

avec les substrats. La modification de la protéine cible par SUMO sur un résidu lysine peut engendrer 

différentes conséquences. A-Induire l’interaction avec une autre protéine, B- inhiber l’interaction avec 

une autre protéine, C- induire un changement de conformation de la protéine SUMOylée, D- Inhiber 

ou favoriser d’autres modifications post-traductionnelles qui ciblent des résidus lysines comme 

l’ubiquitinylation (d’après Wilkinson, 2010). 
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Des mécanismes moléculaires simples induits par la SUMOylation des protéines sont 

à la base de conséquences fonctionnelles parfois complexes. En se couplant de façon 

covalente à une protéine, SUMO peut influencer les interactions de la protéine avec d’autres 

molécules. À ce jour, quatre mécanismes sont proposés pour expliquer les conséquences que 

peut avoir la SUMOylation d’une protéine sur ses fonctions (Figure 10). Ainsi, la 

SUMOylation d’une protéine peut (A) faciliter des interactions ou (B) inhiber des interactions 

(C) induire un changement de conformations dans la protéine SUMOylée et/ou (D) entrainer 

d’autres modifications post-traductionnelles (inhiber ou activation). 

La SUMOylation est impliquée dans de nombreux processus nucléaires (Bruderer et 

al., 2011; Vertegaal et al., 2006), au niveau nucléaire, cytoplasmique et la membranaire 

(Huang et al., 2012; Kang et al., 2008; Long et al., 2004).  

II.2.5.2. Rôle dans la régulation de la transcription 

Comme vu précédemment, la SUMOylation module l’activité des protéines en 

régulant de différentes façons les interactions avec leurs partenaires. De nombreuses protéines 

modifiées par SUMO sont localisées dans le noyau des cellules.  

Beaucoup de facteurs de transcription et de co-régulateurs de la transcription sont 

SUMOylables. La plupart du temps, la SUMOylation inhibe l’activité de ces régulateurs 

transcriptionnels. À ce jour, au moins deux modèles sont proposés pour expliquer l’effet 

inhibiteur de SUMO sur l’activité de ces protéines. La SUMOylation du régulateur de 

transcription induit le recrutement de facteurs qui inhibent la transcription. Ou bien elle altère 

son interaction avec l’ADN. La SUMOylation est le plus souvent associée à la répression de 

la transcription. De nombreux exemples illustrent un rôle direct de la modification par SUMO 

dans la répression transcriptionnelle. Ainsi, la mutation des sites de SUMOylation de 

plusieurs facteurs de transcription (Elk1, Sp3 et c-Jun) et de récepteurs nucléaires (AR, GR et 

PR pour Androgen Receptor, Glucocorticoid Receptor et Progesterone Receptor) induit une 

augmentation de leur activité transcriptionnelle (Muller et al., 2000; Poukka et al., 2000). 

  La SUMOylation d’activateurs de transcription peut être associée à une altération de 

leur interaction avec l’ADN. Il en résulte une perte d’activation de la transcription. Il semble 

que cela soit le cas pour STAT1 qui est SUMOylable dans son domaine d’interaction avec 

l’ADN. Ainsi STAT1 présente une plus grande affinité pour ses éléments de réponse sur 
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l’ADN lorsque muté dans son site de SUMOylation. De plus, l’ajout d’une désumoylase 

SENP1 augmente l’activité transcriptionnelle induite par STAT1 (Grönholm et al., 2012). 

De très rares études ont rapporté une activation de la transcription suite à la 

SUMOylation de facteurs de transcription. Ainsi, Ikaros est modifié par SUMO sur deux sites 

majeurs. Il est à noter que la répression de la transcription dépendante d’Ikaros est augmentée 

lorsque les deux sites de SUMOylation d’Ikaros sont mutés. Ceci s’explique par le fait que la 

SUMOylation d’Ikaros altère son interaction avec plusieurs co-répresseurs (Gómez-del Arco 

et al., 2005). 

II.2.5.3. Rôle dans l’intégrité du génome 

Récemment, la machinerie de SUMOylation a été associée au mécanisme de 

réparation de l’ADN. En effet, les ligases E3 de la famille PIAS sont recrutées par l’ADN 

suite à des cassures double brin induites par les rayons UV (Ultra-Violet) et/ou des agents 

chimiques. Il s’avère que le recrutement des protéines PIAS dans la zone de dommages est 

essentiel à l’initiation des processus de réparation, suggérant que ces dernières se situent au 

début des mécanismes de réparation (Galanty et al., 2009; Morris et al., 2009). 

II.2.5.4. Rôle dans le ciblage sub-cellulaire 

La régulation des interactions protéiques dépendantes de SUMO peut être associée à des 

variations dans le ciblage sub-cellulaire de protéines. Un exemple très étudié est le 

recrutement de RanGAP1 à la surface cytoplasmique des pores nucléaires. RanGAP1 fait 

partie d’un complexe protéique localisé aux pores nucléaires, lieux de transport bidirectionnel 

des protéines entre le cytoplasme et le noyau. Ainsi, suite à sa SUMOylation, RanGAP1 est 

adressé aux pores nucléaires où elle interagit de façon stable avec RanBP2. La SUMOylation 

est impliquée dans cette localisation puisqu’un mutant du site de SUMOylation de RanGAP1 

(K526) se retrouve uniquement localisé dans le cytoplasme des cellules (Mahajan et al., 1997; 

Matunis et al., 1998). La formation du complexe RanGAP1*SUMO1*RanBP2 est essentielle 

à la fonction de ligase E3 SUMO de RanBP2 (Werner et al., 2012). En effet, la SUMOylation 

de certaines protéines s’effectue lors de leur transfert du cytoplasme vers le noyau. Ainsi, 

SP100 requiert une séquence NLS (Nuclear Localization Signal) fonctionnelle afin d’être 

adéquatement SUMOylée (Sternsdorf T, 1999). Ceci suggère que l’altération du ciblage 

nucléaire altère le niveau de SUMOylation de certains substrats. D’autre part, la 

SUMOylation de plusieurs protéines est impliquée dans la rétention de ces dernières dans le 
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noyau. Certaines protéines font la navette entre différents compartiments nucléaires et ce 

transport est régulé par leur SUMOylation. Ainsi, la topoisomerase-1, une enzyme déroulerant 

la double hélice d’ADN fait la navette entre le nucléoplasme et le nucléole. La SUMOylation 

de la topoisomerase-I est associée à sa localisation dans le nucléoplasme puisqu’un mutant de 

SUMOylation est uniquement retrouvé dans le nucléole. La modification par SUMO de la 

topoisomerase-1 altérerait son interaction avec la nucléoline, une protéine présente dans le 

nucléole des cellules (Rallabhandi et al., 2002). 

II.2.6. Régulation de la SUMOylation 

Les lysines SUMOylables peuvent être également des sites de fixation de diverses 

autres modifications : ubiquitinylation, acétylation, méthylation par exemple.  

De nombreuses protéines sont des cibles pour SUMO et pour l’Ubiquitine, et cela sur 

un même résidu lysine. Il est maintenant établit que la relation entre ces deux systèmes est 

complexe. La SUMOylation et l’ubiquitinylation agissent soit de manière séquentielle, soit 

ensemble pour réguler la protéine cible. Par exemple une régulation antagoniste a été décrite 

pour I-B, l’ ubiquitinylation de cette protéine sur sa lysine 21 facilite sa dégradation par le 

protéasome alors que la SUMOylation de cette même lysine a un effet protecteur (Desterro et 

al., 1998). Cependant SUMO et Ubiquitine ne semble pas agir en compétition. 

L’ubiquitinylation d’I-B dépend de la phosphorylation préalable de ses sérines 32 et 36. 

Lorsqu’I-B est phosphorylée au niveau de ces deux sérines, la SUMOylation n’est pas 

possible.  

SUMO et l’Ubiquitine agissent également de façon séquentielle lors de la régulation 

d’un autre partenaire de la voie NFB, NEMO (NF-B essential modulator). NEMO est 

SUMOylée sur deux résidus lysine à son extrémité C-terminale (K277 et K309). Ceci entraine 

son accumulation dans le noyau où elle peut être phosphorylée par la kinase ATM (ataxie 

télangiectasie mutée). Ainsi la SUMOylation de NEMO facilite sa phosphorylation par ATM. 

Ceci est une condition nécessaire à son ubiquitinylation aux mêmes lysines que celles 

préalablement ciblées par la SUMOylation. Cette ubiquitinylation induit l’export nucléaire de 

NEMO, ce qui lui permet de s’associer avec les autres sous-unités d’IKK et former une kinase 

active (Huang et al., 2003). 

En plus de la co-régulation des protéines cibles, l’ubiquitinylation et la SUMOylation 

peuvent directement se réguler l’un l’autre par la modification de leur machinerie 



  Les voies de l’Ubiquitine et des Ubiquitines-like 

67 
 

enzymatique respective. Par exemple, LA SUMOylation de E2-25K, une enzyme E2 de 

l’ubiquitinylation, inhibe sa capacité à lier l’Ubiquitine sur des protéines cibles. La 

SUMOylation peut donc réguler le système d’ubiquitinylation (Pichler et al., 2005). A 

l’inverse, Gam1 (nécessaire à la réplication virale) fonctionne grâce à l’inhibition de la 

SUMOylation par l’ubiquitinylation de SAE1,  une sous-unité de l’enzyme E1 de la 

SUMOylation, conduisant à sa dégradation par le protéasome (Boggio et al., 2007). La 

régulation croisée entre l’Ubiquitine et SUMO se produit également par exemple pour une 

enzyme E3 de la voie de l’’Ubiquitine, Parkin, impliquée dans la maladie de Parkinson. 

Parkin ubiquitinyle RanBP2, une enzyme E3 de la SUMOylation et conduit à sa dégradation 

(Um and Chung, 2006).  La SUMOylation de Parkin renforce son activité d’Ubiquitine ligase 

(Um and Chung, 2006), créant une boucle de rétrocontrôle négative entre les deux systèmes. 

II.2.7. Voie de la SUMOylation et la SLA 

Plusieurs observations indiquentt un rôle de la voie de la SUMOylation dans les 

mécanismes impliqués dans la SLA, comme la réponse à l’hypoxie, le stress oxydant, 

l’excitotoxicité au glutamate et le dysfonctionnement du protéasome. Des études récentes 

suggèrent également que des modifications par SUMO de SOD1, TDP43, CTE (COOH 

terminus of EAAT2) peuvent participer à la physiopathologie de la SLA. De  plus, le gène 

FUS muté dans des cas de SLA, code une protéine à activité E3 ligase de SUMOylation. Dans 

la revue suivante, nous traitons des liens entre la SUMOylation et les différentes protéines 

impliquées dans la SLA et nous discutons de l’intérêt d’étudier la voie de la SUMOylation 

dans la SLA (Dangoumau et al., 2013). 
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III. Modèles d’études in vitro 

 

Les avancées dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques impliquées 

dans la SLA imposent un modèle d’étude pertinent, associant facilité d’utilisation, 

reproductibilité dans l’utilisation de ce modèle et spécificité par rapport à la pathologie. De 

nombreuses équipes travaillent ainsi sur des modèles cellulaires, avec toujours la priorité de 

reproduire au maximum la contraste cellulaire et environementale de la SLA (pour revue 

conférer en annexe : Veyrat-Durebex C., Corcia P., Dangoumau A., et al., 2013). Les 

données tirées des modèles expérimentaux sont utilisés pour (1) évaluer les premiers 

événements dans la mort des motoneurones, (2) améliorer la connaissance sur des 

mécanismes physiopathologiques et (3) identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. 

 

 

III.1. Modèles cellulaires 

Les cellules NSC-34 sont les cellules les plus largements utilisées dans les études sur 

la SLA. C’est une lignée de motoneurones, hybride de neuroblastome-motoneurones de 

moelle épinière de souris (Cashman et al., 1992). Ces cellules expriment plusieurs marqueurs 

de motoneurones (voie de synthèse de l’acéthylcholine) et elles sont connues pour être 

sensibles au glutamate et au stress oxydant. Il existe plusieurs études sur des modèles de co-

culture (motoneurones-astrocytes) permettant d’étudier un environemment plus complexe. 

Les cultures cellulaires sont utilisées par exemple pour étudier la viabilité cellulaire, 

l'apoptose, l'agrégation des protéines, la fonction de récepteurs et de l'activité d'enzyme dans 

la SLA. 

Le stress oxydatif et l'excitotoxicité au glutamate peuvent ainsi être étudiés in vitro. 

Différentes méthodes peuvent induire un stress oxydant, comme l'exposition au peroxyde 

d'hydrogène (H2O2, de 100 µM à 10 mM) pendant 1 à 24 h (Lee et al., 2001; Soo et al., 2009) 

ou à la L-buthionine sulfoximine (BSO, 25 à 200 pM) (Chi et al., 2007). Le stress oxydatif 

dans des cultures de lignées de cellules motoneuronale ou de cultures primaires de 

motoneurones peut également être induit par le chlorure de cobalt (CoCl2) ou par une hypoxie 

prolongée chronique (0,1% O2) dans le but d'explorer le lien entre l'hypoxie et le stress 

oxydatif dans la mort neuronale dans la SLA (Xu et al., 2011). Les modèles cellulaires 

d’étude de l'excitotoxicité au glutamate sont basés sur le mauvais fonctionnement des 

transporteurs excitateurs d'acides aminés (EAAT2) ou l'activation de récepteurs post-

synaptiques. L'exposition de cultures primaires de neurones au glutamate, AMPA (acide 
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alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique) ou NMDA (N-méthyl-D-aspartate) 

à différentes concentrations est utilisée pour évaluer les effets de l'excitotoxicité sur les 

récepteurs AMPA et NMDA (Mahajan et al., 2011). Un modèle d'excitotoxicité au glutamate 

lente a été réalisé par l'inhibition du transporteur au glutamate par le threohydroxyaspartate, 

induisant une toxicité motoneuronale détectée par la mesure de l’activité de l’acétylcholine 

transférase (ChAT) (Rothstein et al., 1992). 

Les modèles cellulaires de SLAf sont souvent basés sur la surexpression de SOD1 

mutant. De nouveaux modèles utilisant la surexpression de FUS et TARDBP mutés existent 

également. Les cellules souvent utilisées dans des modèles génétiques sont des fibroblastes 

provenant de biopsies ou des cellules de tissus post-mortem de patients atteints de SLA 

(Dimos et al., 2008; Haidet-Phillips et al., 2011) ou de cellules prélevées sur des modèles 

animaux de la SLA (Boutahar et al., 2011), généralement des rongeurs transgéniques SOD1. 

Des lignées de cellules en culture peuvent également être modifiées pour sur-exprimer des 

gènes liés à la SLA. La méthode la plus largement utilisée pour sur- ou sous-exprimer des 

gènes in vitro est la transfection. La transfection avec l'ADN de plasmide contenant un gène 

d'intérêt produit des rendements variables en fonction de la lignée cellulaire. Cette méthode a 

permis d’étudier des protéines mutées impliquées dans la SLA, comme SOD1 (Urushitani et 

al., 2002) et TDP-43 (Shiina et al., 2010), d'explorer différentes voies de signalisation 

(Boutahar et al., 2008) et d'examiner les réponses cellulaires à la manipulation d'enzymes ou 

de récepteurs comme le recepteur sigma1(Al-Saif et al., 2011). 

 

III.2. Modèles animaux  

Les modèles animaux de la SLA constituent des outils indispensables pour 

comprendre les mécanismes de la mort des motoneurones et pour évaluer l'effet d'agents 

thérapeutiques potentiels. La découverte des mutations ponctuelles de SOD1 responsables de 

formes familiales de SLA a contribué au développement de nombreux modèles murins (Rosen 

et al., 1993a; Siddique et al., 1989). Il s'agit entre autres de souris transgéniques qui 

surexpriment une forme mutée de SOD1 humaine (Bruijn et al., 1997; Gurney et al., 1994; 

Jonsson et al., 2004; Wang et al., 2002; Wong and Borchelt, 1995; Wong et al., 1995). Des 

modèles de rats transgéniques surexprimant des formes mutées de la SOD1 humaine ont été 

également générés (Howland et al., 2002; Nagai et al., 2001).  
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Tous ces modèles transgéniques développent une dégénérescence motoneuronale 

proche de celle observée chez les patients SLA. Cependant, ils diffèrent au niveau de l'âge 

d'apparition des symptômes, de la progression et la durée de la maladie, et de certaines 

caractéristiques histopathologiques. La maladie se manifeste par une faiblesse musculaire au 

niveau des membres postérieurs, accompagnée de tremblements et d’une réduction de 

l'activité motrice. Elle évolue vers une paralysie motrice complète entraînant la mort en 

quelques semaines à quelques mois selon la lignée. L'âge du début de la maladie et sa 

progression dépendent du nombre de copies du transgène intégrés dans le génome des souris 

transgéniques (Dal Canto and Gurney, 1995, 1997). La perte des neurones moteurs concorde 

avec l'apparition des symptômes et se poursuit jusqu'à la fin de la maladie. Étant donné les 

similitudes cliniques et histopathologiques qui existent entre les modèles de souris 

transgéniques et les patients atteints de SLA, ces animaux constituent de bons modèles pour 

l'étude de la SLA. 
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OBJECTIFS 

 

La Sclérose Latérale Amyotrophique est caractérisée par une dégénérescence 

progressive des motoneurones dans la moelle épinière et le cerveau. Les causes encore mal 

identifiées de cette dégénérescence impliquent des facteurs génétiques (C9orf72, SOD1, 

TARDBP, FUS) et environnementaux (stress oxydant, hypoxie, excitotoxicité par le 

glutamate). Une des caractéristiques de la SLA est la présence d’agrégats protéiques 

immunoréactifs pour l’Ubiquitine (Ub) et l’Ub-like SUMO dans les motoneurones en 

dégénérescence.  

La liaison de SUMO sur des protéines cibles dans les cellules consiste en une 

modification post-traductionnelle par une voie enzymatique dite voie de la SUMOylation, qui 

dans son fonctionnement ressemble à la voie de l’Ub. La SUMOylation peut modifier la 

localisation subcellulaire des protéines en affectant par exemple leur transport, leur fonction, 

ou encore leur 1/2 vie par compétition ou synergie avec l’Ub. Plusieurs études ont également 

montré que la SUMOylation des protéines peut affecter leur solubilité, et donc pourrait 

contribuer à la formation des agrégats observés dans les motoneurones dans la  SLA. Les 

facteurs environnementaux impliqués dans la SLA agissent par ailleurs directement sur les 

voies SUMO/Ub. Plusieurs protéines codées par des gènes mutés dans des cas de SLA, 

comme SOD1 et TDP-43, sont des protéines cibles de la SUMOylation.  

L’objectif de la thèse a été d’étudier les relations entre la voie de la SUMOylation et la 

présence, combinée ou non, d’un stress environnemental, le stress oxydant, et d’une anomalie 

génétique, la mutation du gène SOD1 (superoxyde dismutase 1). Ces travaux avaient pour but 

de mieux comprendre le rôle de la voie de la SUMOylation dans les mécanismes 

physiopathologiques entraînant la mort des motoneurones, pour ainsi identifier de nouvelles 

pistes de stratégies thérapeutiques dans la SLA.  

 La première partie de la thèse a porté sur le développement d’une stratégie d’étude des 

conséquences fonctionnelles de nouvelles mutations du gène SOD1. 

 La seconde partie de thèse a consisté en l’étude de l’effet combiné d’un stress oxydant 

et de l’expression de mutants de SOD1 sur l’expression génique des voies SUMO/Ub.  

 La troisième partie de thèse avait pour but l’étude du rôle de la SUMOylation dans 

l’agrégation protéique observée dans les cellules motoneuronales exprimant des 

mutants SOD1. 
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MATERIELS ET METHODES 

 

I. Biologie moléculaire 

 

I.1. Production des plasmides 

I.1.1. Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux ont été extraits en utilisant la méthode de Chomczynski et Sacchi  

grâce au TRIzol® reagent (Chomczynski and Sacchi, 1987). Ce réactif contient du phénol et 

de l’isothiocyanate de guanidine qui se complexe à l’ARN et permet de rompre les 

interactions entre l’ARN et les protéines. L’extraction des ARN se fait à basse température 

(centrifugation à 4°C) pour éviter une activation de nucléases. Les leucocytes sont mis en 

contact avec 1 mLde TRIzol ® avant d’être congelées à -80°C pendant au moins 15 min. 

L’homogénat est ensuite incubé 5 minutes à température ambiante pour permettre la 

dissociation des complexes nucléoprotéiques. L’ajout de 0,2 ml de chloroforme permet la 

dénaturation de toutes les protéines pendant 3 min à température ambiante. Après 

centrifugation (4°C, 12000 g, 15 min), il y a obtention de trois phases : une phase rosée 

inférieure qui correspond aux protéines et à l’ADN, une mince couche blanchâtre 

intermédiaire correspondant à l’ADN et une phase aqueuse supérieure où se trouve l’ARN. 

C’est cette dernière phase qui est récupérée et précipitée avec 0,5 ml d’isopropanol pendant 

10 min à température ambiante. Une centrifugation à 12000 g pendant 15 minutes à 4°C 

permet l’obtention d’un culot d’ARN pouvant être invisible à l’oeil nu. Ce culot est isolé du 

surnageant puis lavé avec 1 ml d’éthanol 70 % et centrifugé à 7500 g, durant 5 minutes à 4°C. 

Le surnageant est éliminé et le culot d’ARN est séché 10 minutes à l’air libre. Les ARN 

totaux sont ensuite repris dans 20 μL d'eau RNAse free. La concentration des ARN totaux a 

été calculée par la mesure de la densité optique par spectrophotométrie grâce au Nanodrop 

2000 (ThermoScientific) à une longueur d'onde de 260 nm. La pureté des ARN totaux a été 

vérifiée par la mesure du rapport de la valeur de la densité optique de la solution à 260 nm sur 

celle à 280 nm. Les ARN totaux extraits présentaient tous un rapport compris entre 1,7 et 2. 
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I.1.2. Traitement à la Dnase I et transcription inverse 

Afin d'éliminer une éventuelle contamination par de l'ADN, les échantillons ont été 

traités à la Dnase I (Invitrogen™) à 0,3 U/μL. La réaction s’effectue pendant 10 minutes à 

température ambiante, puis la Dnase est dénaturée au bain marie 15 minutes à 65°C.  Les 

ARN totaux traités à la Dnase I ont ensuite été rétro-transcrits par l’enzyme Superscript II 

(Invitrogen™). Cette réaction, effectuée dans un volume réactionnel de 25 μL sur 250 ng 

d’ARN traités à la Dnase I, contient 100 U de Superscript II, 10 mM de dithiothréitol, 4 ng 

d’hexamères (Invitrogen™), 0,2 mM de dNTP (Invitrogen™). La rétro-transcription a été 

effectuée à 42°C pendant 50 minutes. L'enzyme a été ensuite inactivée par chauffage à 95°C 

pendant 5 minutes. 

I.1.3. Réaction de polymérisation en chaine, PCR 

Le choix des couples d’amorces utilisés pour l’amplification du gène SOD1 a été 

réalisé grâce au logiciel Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) Le mélange réactionnel de la PCR se compose de 25μl 

contenant 200ng d’ADN, 1,25U de Taq Gold (Applied®), 1X de tampon 10x PCR Gold 

(Applied®), 2,5mM de MgCl2 (Applied®), 12,5mM de dNTP, 10pmol de chaque amorce 

sens et antisens (tableau 5). L’amplification est réalisée dans un thermocycler Biorad iCycler 

pendant 35 cycles comprenant chacun 30 secondes de dénaturation à 95°C, 30 secondes 

d’hybridation des amorces sur l’ADN cible à une température d’hybridation Tm dépendante 

du couple d’amorces et 1 minute d’élongation à 72°C ; ces 35 cycles sont précédés d’une 

dénaturation initiale de 10 minutes à 95°C et suivis d’une élongation finale de 10 minutes à 

72°C.  

La vérification du produit obtenu est obtenue par migration électrophorétique de 10μl 

de chaque produit de PCR additionné de 3μl de bleu de bromophénol, sur gel d’agarose 

(Eurobio®) à 1,2 % dans du tampon TBE 1X (Tris 1,0 M, acide borique 1,9 M, EDTA 

0,01M). Le BET (Merk®) incorporé à 0,5μg/μl dans le gel permet de visualiser les fragments 

obtenus en s’intercalant dans l’ADN et en émettant une fluorescence après une irradiation aux 

UV (à 312 nm). La taille des fragments amplifiés est estimée par comparaison avec un 

marqueur de poids moléculaire ayant migré en parallèle. Les fragments ont été purifiés sur gel 

à l’aide du kit DNA Gel Extraction (Millipore®). 
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I.1.4. Mutagenèse dirigée 

La technique de mutagénèse dirigée nous a permis d’insérer les différentes mutations 

dans le gène SOD1 (Figure 11). Deux segments d’ADN, l’un s’étendant “en amont” et l’autre 

“en aval” de la mutation désirée sont amplifiés en utilisant des oligonucléotides qui 

introduisent la mutation désirée et génèrent des produits de PCR qui se chevauchent sur 20 

nucléotides ou plus dans la région de la mutation. Quand ces deux produits de PCR sont 

mélangés et hybridés l’un avec l’autre, un des produits possibles est composé de deux brins 

d’ADN qui s’hybrident sur une courte région au niveau de leur extrémité 3’. Cette molécule 

peut être polymérisée par l’ADN polymérase pour générer une matrice correspondant au 

fragment entier portant la mutation. Cette matrice est ensuite amplifiée par une troisième PCR 

utilisant les oligonucléotides 1 et 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Technique de mutagénèse dirigée  
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Les PCR utilisées pour cette technique sont les même que ceux indiquées dans le 

paragraphe II.1.3 et les séquences des amorces utilisées sont répertoriées dans le tableau 

suivant. 

Nom des amorces Séquence 5'-3' 
Température 

d'hybridation 

SOD1_H_F ATGGCGACGAAGGCCGTGTGTGC 60°C 

SOD1_H_R_DelStop TTGGGCGATCCCAATTACACC 60°C 

SOD1_H_5R1 TTATTGGGCGATCCCAATTACACCAC 60°C 

SOD1_A4V_F ATGGCGACGAAGGTCGTGTGCGTGCTG 60°C 

SOD1_K75R_F AACACGGTGGGCCAAGGGATGAAGAGAGGCATGTTG 60°C 

SOD1_K75R_R ATCCCTTGGCCCACCGTGTT 60°C 

SOD1_V31A_F CCAGTGAAGGCGTGGGGAAGCATTAAAGGAC 60°C 

SOD1_V31A_R CTTCCCCACGCCTTCACTGG 60°C 

SOD1_E121G_F ACACTGGTGGTCCATGGAAAAGCAGATGAC 60°C 

SOD1_E121G_R TTTCCATGGACCACCAGTGT 60°C 

Tableau 5 : Séquence des amorces utilisées pour les PCR 

I.1.5. Clonage 

Une première étape d’ajout d’ATP aux fragments est nécessaire pour obtenir un 

meilleur rendement de clonage. L’élongation s’effectue avec 10µl d’ADN extraits sur gel, 

10mM de dNTP et 0.75 U de taq Gold (Applied®) pendant 10 minutes à 72°C. 

Le fragment amplifié a ensuite été inséré dans le vecteur Vivid Colors™ pcDNA™ 

6.2/EmGFP/TOPO (Invitrogen™) (Figure 12) qui permet d’insérer la séquence SOD1 en 

phase avec la séquence de la protéine fluorescente GFP, selon les recommandations du 

fabricant : 4μL de produit de PCR ont été ajoutés à 1μL de solution saline et 1μL de vecteur. 

Après une incubation de 8 minutes à température ambiante, des bactéries TOP 10 E. Coli 

(Invitrogen™) ont été transformées avec ce plasmide. Pour cela, les bactéries ont été mises en 

présence de 2 μL de plasmide préparé précédemment pendant 30 minutes à 4°C suivi d'un 

choc thermique à 42°C pendant 30 secondes pour permettre leur transformation. Les bactéries 

ont été placées dans du milieu S.O.C à 37 °C sous agitation à 200 rpm pendant 1 h. Elles ont 

ensuite été placées sur une gélose de LB agar (Gibco® Invitrogen™) contenant 100μg/mL 

d’ampicilline pendant 12 h à 37 °C.  

Les bactéries transformées avec les plasmides ont été cultivées dans du milieu Luria 

Broth (LB- Gibco®-Invitrogen™) contenant 100 μg/mL d’ampicciline à 37°C pendant 12 h. 

Les plasmides ont ensuite été extraits et purifiés grâce au kit EndoFree Plasmid Maxi Kit 
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(Qiagen®). La concentration et la pureté des plasmides ont été déterminées par mesure de la 

densité otique de la solution de plasmide à 260 et 280 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Carte du plasmide pcDNA™ 6.2/C-EmGFP/TOPO  

 

I.1.6.  Séquençage 

Le séquençage nous a permis de vérifier la présence des mutations insérées par 

mutagénèse dirigée ainsi que le bon sens insertion du gène dans le plasmide. Les 2 brins du 

produit de PCR sont synthétisés séparément. Cette réaction est effectuée dans un volume de 

10μL contenant 2,5μL des produits de PCR précédemment obtenus, 2μM d'amorce, 1,5μL de 

tampon BigDye Terminator v1.1,v3.1 (Applied Biosystems®) et 1μL de mix BigDye 

Terminator v1.1 cycle (Applied Biosystems®). La réaction de séquençage s'est déroulée selon 

le programme suivant : une dénaturation initiale de 5 minutes à 95°C, suivi de 35 cycles d’1 

minute à 95°C, 30 secondes à 60°C et 1 minute à 72°C et une dernière étape d’élongation 

finale de 10 minutes à 72°C. 

Après purification des produits du cycle de séquençage à l’aide du kit de purification 

Montage Millipore, les séquences d’ADN sont lues par électrophorèse capillaire sur un 

séquenceur ABI 3130xl 16 capillaires (Applied®) situé sur le site de l’UTTIL de l’hôpital 

Bretonneau. Les séquences ont ensuite été analysées avec le logiciel CodonCode Aligner. 
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I.2. Microarray 

I.2.1.  Extraction et purification des ARN 

 

Après avoir été extrait les ARN des cellules NSC34  selon le protocole décrit au 

paragraphe II.1.1, les ARN totaux ont été purifiés une seconde fois à l’aide du kit RNeasy 

micro kit (Qiagen). Aux 20μL d’ARN extrait ont été ajoutés 350μL d’éthanol 70% et 350μL 

de tampon de lyse RLT. Le mélange a été transféré sur colonne fournie dans le kit et 

centrifugé 15 secondes à 8000g. Le filtrat a été jeté et 350μL de tampon de rinçage RW1 ont 

été ajoutés sur la colonne. Après une nouvelle centrifugation de 15 secondes à 8000g et 

élimination du filtrat, 10μL de DNAse et 70μL de tampon RDD ont été ajoutés. La colonne a 

ensuite été laissée 15 minutes à température ambiante, puis un nouveau rinçage au tampon 

RW1 et une centrifugation de 15 secondes à 8000g ont été réalisés. 500μL de tampon RPE ont 

ensuite été ajoutés avant centrifugation à 8000g pendant 15 secondes. Après addition de 

500μL d’éthanol 80%, la colonne a été centrifugée 2 minutes à 8000g. Une fois le filtrat jeté, 

une nouvelle centrifugation identique tube ouvert a été réalisée. La colonne a été placée dans 

un eppendorf de 1,5mL avant ajout de 14μL d’eau ultrapure (sans DNase) et centrifugation 

d’une minute à 12000g. 

 

I.2.2. Préparation à l’hybridation sur puce Agilent 

La préparation des ARN et l’hybridation sur lames ont été réalisées selon le protocole 

fourni par Agilent. Une lame SurePrint G3 Mouse GE 8x60K comporte 8 puces identiques, 

chacune portant 60951 sondes correspondant à 55681 ARN différents et 5270 sondes de 

contrôle. Les sondes sont des oligomères de 60 nucléotides. 

 

I.2.2.1. Synthèse de l’ADNc 

Un contrôle positif « spike-in » dilué successivement au 1/20, puis 1/25 et 1/10 (4μL) 

à été préparé à partir d’une solution-mère. Après 5 minutes à 37°C la dilution a été 

centrifugée 10000g 20 secondes. 1μL de solution spike-in diluée a été mélangée à 0,8μL 

d’amorce promotrice T7 avant centrifugation à 2000g 20 secondes, incubation de 10 minutes 

à 65°C puis 5 minutes dans la glace. Les échantillons d’ARN obtenus à partir des cultures ont 

de leurs côtés été dilués pour obtenir des concentrations homogènes de 100ng/μL. Un 

mélange réactionnel de transcription inverse a été préparé : 1,05mM de dNTPs, 20 mM de 
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DTT, du tampon « First Buffer » 1X et de 1,2 μL du mélange « affinityScript RNAse Block 

Mix » contenant un cocktail d’enzymes inhibitrices (kit Low Input Quick Amp Labeling Kit, 

Agilent), ceci dans un volume total de 4,7 μL. Pour la réaction de transcription inverse, 3,5μL 

d’ARN à 100ng/μL, 1,8μL de spike-in et 4,7 μL de mélange réactionnel de RT précédemment 

préparés ont été mélangés. Après une incubation 2h à 40°C, le mélange a été soumis à une 

dénaturation de 15 minutes à 70°C, puis placé 5 minutes dans la glace. 

 

I.2.2.2. Synthèse de l’ARNc marqué à la Cyanine 3 

Un mélange réactionnel a été préparé pour le passage des ADNc en ARNc avec 

incorporation de Cyanine 3 (Cy3). Il était composé d’eau sans nucléase, de tampon de 

transcription 1X, de 16mM de DTT, de 1,6 mM de nucléotides triphosphates (NTP), de 

Cyanine 3 CTP, et de 0,21μL de T7 RNA Polymerase Blend contenant un cocktail de 

polymérases (kit Low Input Quick Amp Labeling Kit, Agilent), ceci dans un volume final de 

6μL. Après homogénéisation, le mélange a été incubé 2h à 40°C, centrifugé 20 secondes à 10 

000g, puis stocké à -20°C. Les ARNc marqués Cy3 obtenus ont ensuite été purifiés. Pour cela 

16μL d’ARNc marqué à la Cy3 ont été additionnés de 84μL d’eau sans nuclease et 350μL de 

tampon RLT. Ce mélange a été transféré sur une colonne avant centrifugation 30 secondes à 

15 000g 4°C. L’éluat a été jeté et 500 μL de tampon RPE ont été ajoutés sur la colonne avant 

une nouvelle centrifugation de 30 secondes. Après une autre centrifugation de 1 minute, 30 

μL d’eau sans RNase ont été ajoutés sur la colonne pour l’élution des ARNc marqués. Pour 

cela, après une incubation de 1 minute, la colonne a été centrifugée 1 minute à 18 000g. A 

partir de la solution obtenue, 1,2μL d’ARNc marqués ont été dosés via le Nanodrop® et des 

dilutions ont effectuées pour obtenir une concentration finale en ARNc marqués de 80ng/μL. 

 

I.2.2.3. Hybridation sur puce 8x60k et lavages 

Une solution de blocage (Blocking agent, Agilent) lyophilisée a été réhydratée dans 

1250μL d’eau sans nucléase, mélangée par vortex et centrifugée 20 secondes à 10 000g. Une 

solution de fragmentation a également été préparée. Elle était constituée d’eau sans nucléase, 

de 16μL d’ARNc à 50ng/μL marqué à la Cyanine 3 (800ng d’ARNc), de GE blocking agent 

1X et de tampon de fragmentation 1X, soit 25μL final. Le mélange a été homogénéisé par 

vortex, centrifugé 20 secondes à 10 000g et incubé 30 minutes dans le noir à 60°C avant une 

nouvelle centrifugation de 20 secondes à 10 000g. 25μL de tampon Hi-rpm Hybridization 2x 

ont été ajoutés à la solution de fragmentation permettant d’obtenir un mélange d’hybridation 
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qui a été mélangé par vortex et centrifugé 20 secondes à 10 000g. 40μL du mélange 

d’hybridation ont été déposés par puce sur une lame de micro-array. L’étape d’hybridation 

entre ARNc marqués et les sondes de la puce a été réalisée par hybridation de 17h à 65°C 

dans un four avec agitation rotative de 10rpm. La lame a été lavée 1 minute dans un tampon 

Wash 1 puis 1 minute dans un tampon Wash2 à 37°C, avant lecture par un scanner Agilent 

Surescan 2600D piloté par le logiciel Agilent’s Scan control. La conversion du fichier image 

des puces en fichier texte a été réalisée par le logiciel Feature extraction 9.5. 

 

I.2.3. Bioinformatique 

La liste des gènes des voies de la famille de l’ubiquitine a été obtenue sur le site 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) et les données recoupées avec différents 

autres sites (Ensembl et Dude DB) afin d’avoir la liste de gènes la plus exhaustive possible. 

L’analyse des données de micro-array a été faite à l’aide du logiciel GeneSpring (Agilent ; 

paramètres par défaut du constructeur). Afin de déterminer les gènes dont l’expression était 

significativement modulée entre nos conditions expérimentales, nous avons utilisé un test de 

Student, et la p value a été corrigée par la méthode de correction de tests multiples de 

Benjamini-Hochberg FDR (False Discovery Rate, ici de 0,05). Nous avons sélectionné les 

gènes ayant une p value<0,05. Nous avons utilisé la p value pour sélectionner les gènes 

d’intérêt et non l’amplitude de variation (Fold change) car celle-ci ne prenant pas en compte 

les différences de variance entre échantillons contrairement à la p value. Des analyses 

complémentaires de voies cellulaires ont été faites avec le site 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/gene2gene.jsp. 

I.3. RT-QPCR 

Cette technique permet la mesure de la quantité d'un transcrit présent dans un échantillon. 

Pour cela, la réaction de PCR est réalisée en présence d'une molécule, ici le SYBR-Green qui 

s'intercale dans l'ADN double brin au fur et à mesure de l'amplification de l'ADN. Le SYBR-

Green émet de la fluorescence uniquement lorsqu'il est intercalé dans l'ADN. Ainsi, l'intensité 

de la fluorescence est proportionnelle à la quantité d'ADN double brin. Sur chaque courbe 

obtenue, le cycle seuil (Ct) est enregistré et correspond au nombre de cycles nécessaires pour 

que le taux de fluorescence dépasse une valeur seuil correspondant a un rapport signal / bruit 

de fond défini. Le traitement se fait à l’aide du logiciel LightCycler software®. 

. 
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Gene Amorce sens (5'-3') Amorce anti-sens (5'-3') 

Température 
d'hybridation 

Longueur 
du 
fragment 

Efficacité du 
couple d'amorces 

Sumo1 
ATG TCT GAC CAG 
GAGGCAAA TCTCACTGCTATCCTGTCCAA 

60°C 
99 pb 1,975 

Sumo2 GGACAGGATGGTTCTGTGGT CCAACTGTGCAGGTGTGTCT 60°C 160 pb 2,055 

Dorphin CTAACTTGTGGGCGAGAAGG ATCAGCTGCTGCTCCAGATT 60°C 149 pb 2,031 

Ube2i GAGGCTTGTTCAAGCTACGG GTGATAGCTGGCCTCCAGTC 60°C 174 pb 1,975 

Senp1 CGAAGTCTTTGCCTCGAAAC GCAGGCTTAATGGGAAATGA 60°C 119 pb 2,008 

Senp2 TAAGGTTCTCGGCACCATTC GGCTGGGATCTCATCAGTGT 60°C 127 pb 2,101 

Senp3 AGGTGGACCAAAAATGTGGA AGAGTTCGCTGGGAGTCAAA 60°C 133 pb 2,134 

Senp5 GAGTTGCTGGACCACCCTTA TCATCCACTGGAGAGGCTTT 60°C 122 pb 2,122 

Senp6 CACAGAACTCTGCTGCCAAG GGCTCACTTTCTTCCTGTGC 60°C 100 pb 1,931 

Senp7 AGGGTCAGCAGTCTCAGCAT ATGGCCGCTTACACATTTTC 60°C 138 pb 1,978 

Uhrf2 AACAGCAAGAGGGGGATCTT CCACGTGAATGTCCATCAGA 60°C 180 pb 2,066 

Actine TTGCTGACAGGATGCAGAAG TGATCCACATCTGCTGGAAG 60°C 147 pb 2,007 

Gapdh CTGCACCACCAACTGCTTAG GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 60°C 108 pb 1,992 

Tableau 6 : Séquences des amorces utilisées pour la qPCR. 

 

Les ARN extraits ont été au préalable traités à la Dnase puis ont subi une transcription 

inverse suivant le protocole décrit au paragraphe II.1.2.  Puis la PCR a été réalisée dans un 

volume de 10 μL contenant 25 ng d'ADNc, 0,5 μM de chaque amorce (Tableau 6) et 5 μL de 

Platinum® SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen™). La réaction de PCR a été 

effectuée grâce au Light-Cycler 480 (Roche Diagnostics) et a consisté en 3 étapes :une étape 

de pré-incubation de 5 minutes à 95°C puis 45 cycles de 10 secondes à 95°C, 10 secondes à 

60°C et 10 secondes à 72°C, et une dernière étape de 5 secondes à 95°C suivi de 1 minutes à 

65°C. Les résultats ont été traités de façon relative par rapport à ceux obtenus sur le même 

matériel biologique pour une amplification utilisant les amorces des gènes de ménage 

GAPDH et actine 

 

II. Biologie cellulaire 

II.1. Culture NSC34  

II.1.1. Culture 

Cette lignée cellulaire a été obtenue par fusion de motoneurones et de cellules issues 

de neuroblastomes murins (Cashman et al., 1982) et ont été fournies par la société Tebu-Bio. 

Ces cellules ont été cultivées en présence de milieu DMEM supplémenté avec 10 % de SVF 
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décomplémenté et 100 U/mL de pénicilline/streptomycine dans un incubateur à 37 °C ayant 

une atmosphère à 5 % de CO2 et saturée en humidité.  

II.1.2. Transfection 

Avant chaque transfection, les plaques ont été traité pendant 2 heures avec de la poly-

L-lysine (Sigma) à 50µg/mL suivi de 2 lavages au PBS. Puis les cellules NSC34 sont 

ensemencées 24h avant transfection. Lors de la transfection, les plasmides et la lipofectamine 

2000 (Invitrogen™) ont d’abord été dilués séparément dans du milieu DMEM et laissés à 

température ambiante pendant 5 minutes. Les solutions contenant les plasmides ont ensuite 

été ajoutées goutte à goutte aux solutions contenant la lipofectamine et laissées 20 minutes à 

température ambiante. La solution contenant les plasmides et la lipofectamine a été ajoutée 

aux cellules goutte à goutte. Au bout de 4 heures, le milieu des cellules est remplacé 

entièrement par du milieu de culture. Les conditions de chaque transfection ont été résumées 

dans le tableau suivant : 

    ADN Lipofectamine 2000 

Plaques 
Nombre de 
cellules 

quantité 
d'ADN 

volume final 
de DMEM 

quantité de 
lipofectamine 
2000 

volume final 
de DMEM 

96 puits 3000 0,25 ng 25 µL 0,5 µL 25 µL 

12 puits 200 000 1,6 ng 100 µL 4 µL 100 µL 

6 puits 600 000 6 ng 500 µL 15µl 100 µL 

25 cm² 1 000 000 6 ng 500 µL 15 µL 500 µL 

 

II.1.3. Traitement au peroxyde d’hydrogène, au MG132 

48H après transfection, les cellules NSC34 ont été traitées avec 1mM de peroxyde 

d’hydrogène (Sigma) pendant 3h avant analyse pour mimer un stress oxydatif.  

Le MG132 est un inhibiteur de protéasome qui va bloquer les activités enzymatiques des 

peptidases du protéasome. 16h avant analyse, 0,5 µM de MG132 (Sigma) a été ajouté au 

milieu de culture des cellules. 

 

II.2. Culture primaire de motoneurones  

II.2.1. Dissection des embryons 

La culture des motoneurones primaires est obtenue à partir d’embryon de rat à E14. 

Sous loupe binoculaire, couper la tête et la queue de l’embryon à l’aide de pince et ciseaux. 

Placer l’embryon sur le ventre, à l’aide d’une pince, retirer le tissu dorsal au-dessus de la 
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moelle épinière de façon à ouvrir la moelle épinière. Décoller doucement à la moelle épinière 

du reste du corps. Et à l’aide d’un scalpel, retirer les méninges et les ganglions restés accroché 

aux côtés de la moelle épinière.  Mettre la moelle épinière dans du milieu HBSS sans CaCl2 et 

sans MgCl2 (Gibco)  à température ambiante et la découper en douze morceaux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Les différentes étapes de la dissection d’un embryon de rat à E14. La moelle épinière 

est isolée (tête de flèche) et séparée de ses méninges. Les ganglions spinaux sont supprimés au scalpel 

(Flèche). Barre d’échelle : 3mm. 

 

II.2.2. Culture 

Les fragments de 4 moelles sont transférés dans un tube de 15 mL avec 1 mL de 

milieu Ham10 (Gibco), 10 µL de trypsine à 2.5% y est ajouté et le tout est incubé à 37°C 

jusqu’à la formation d’une boule. La boule de moelle est transférée dans 800 µL de milieu 

L15 complet additionné de 100 µL de BSA à 4% et de 0.1 mg de Dnase. Le tube est agité à la 

main pour permettre la dissociation des tissus suivi d’une incubation de 2 min pour permettre 

aux fragments de moelle de redescendre au fond du tube. Le surnageant contenant les cellules 

sont récupéré dans un nouveau tube. L’expérience est renouvelée jusqu’à dissociation 

complète des fragments tissulaires. Les surnageants obtenus sont réunis dans un même tube 

avant d’ajouter au fond du tube et à l’aide d’une pipette pasteur 2mL de BSA 4% (Sigma A 

9418). Après centrifugation à 470g 5min, le culot cellulaire est repris dans 1mL de milieu L-

15 complet. 4mL de milieu L-15 complet est ensuite ajoutés dans le tube, avant de déposer au 

fond du tube et à la pipette pasteur 2mL de métrizamide (sc-211905, Santa Cruz). Après une 

centrifugation à 830g sans frein, le culot cellulaire à l’interface entre le « coussin » de 

métrizamide (phase inférieure) et le milieu L-15 (phase supérieure) est transféré dans un 

nouveau tube avant resuspension des cellules dans un volume final de 10mL de milieu L-

15.2mL de BSA 4% est ajouté au fond du tube avant centrifugation de 5 min à 469g. Le culot 



  Matériel et Méthodes 

92 
 

est repris dans 200μL de milieu Neurobasal additionné de 2% de B27, 0,5 mM de Glutamine, 

25 μM de glutamate, 2% de sérum de cheval et de facteurs de croissance (0,01μg de BDNF, 

0,1μg de CNTF, 0,001μg de GDNF). 

Après comptage en cellule de Thoma, 10.000 cellules dans 500μL de milieu 

Neurobasal complet sont ensemencées par puits de boîtes 4 puits (Nunc™) préalablement pré-

traitées la veille avec 0,1% de poly-ornithine (3mg/mL ; Sigma) puis de la lamine (1mg/mL ; 

Sigma). Les cellules sont cultivées à 37°C, 5% CO2. 

II.2.3. Transfection 

Les transfections sur les motoneurones primaires sont réalisé 24h après ensemencement à 

l’aide du kit Magnetofectamine Transfection (OZ Biosciences). 1µg de plasmide et 2 µL de 

lipofectamine 2000 (Invitrogen™) ont d’abord été dilués séparément dans 50 µL de milieu 

DMEM et laissés à température ambiante pendant 5 minutes. Les solutions contenant les 

plasmides ont ensuite été ajoutées goutte à goutte aux solutions contenant la lipofectamine et 

ensuite le mélange est ajouté à un troisième tube contenant 1 µL de CombiMag et laissées 20 

minutes à température ambiante. La solution contenant le plasmide, la lipofectamine et le 

CombiMag est ajoutée aux cellules goutte à goutte et placé sur une plaque magnétique 

pendant 20 minutes dans l’incubateur. Au bout des 20 minutes, le milieu des cellules est 

remplacé entièrement par du milieu de culture. 

II.3. Test de viabilité et de mortalité 

II.3.1. Test de viabilité 

Le kit Cell Counting Kit-8 (Dojindo Laboratories) est un test colorimétrique qui 

permet d’évaluer les cellules vivantes. 5000 cellules sont ensemencées sur une plaque 96 puits 

traitées avec de la poly-L-lysine (Sigma) à 50µg/mL pendant 2 heures. 24h après les cellules 

ont été transfectées par les différents plasmides comme indiqué dans le paragraphe II-1-2.  

48H après transfection, 10 µL de solution CCK-8 sont ajoutées dans chaque puits. Au bout de 

3h d’incubation, l’absorbance à 450 nm est mesurée par un lecteur à plaque. 

 

II.3.2. Test de mortalité 

Le test au bleu de trypan permet d’évaluer la viabilité cellulaire. 48h après 

transfection, la suspension cellulaire est centrifugé (5min, 2500g) et est ensuite remis en 
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suspension avec du DMEM. 10µL de bleu de trypan (Molecular probes, Invitrogen, Carlsdab, 

CA) est ajouté à 10µL de la suspension cellulaire et déposé sur une lame (cell counting 

chamber slide, Invitrogen, Carlsbad, CA). Les cellules vivantes et mortes sont comptées par 

un compteur de cellules automatisé, Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, Carlsbad, 

CA). 

II.4. Immunocytochimie 

Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles en verre d'un diamètre de 13 mm. 

Elles ont été perméabilisées et fixées par 500 μL de paraformaldéhyde froid par puits d'une 

plaque 12 puits pendant 30 minutes. Les cellules ont ensuite été rincées 3 fois avec du PBS et 

placées dans 500 μL d'une solution de blocage des sites non-spécifiques contenant 1 % 

d'albumine de sérum bovin, 5 % de sérum de cheval et 0,2 % de triton pendant 1 h à 

température ambiante. Les cellules ont ensuite été marquées par un anticorps primaire dilué 

au 1/100 dans 500 μL d'une solution contenant 2,5 % de sérum de cheval et 0,2 % de triton 

pendant 12 h à 4 °C. Après 2 rinçages avec 500 μL de PBS par puits, les cellules ont été 

incubées pendant 1 h à température ambiante avec 250 μL de solution contenant 2 % de 

sérum de cheval, 0,1 % de Triton X-100 et un anticorps secondaire couplé à l’alexia 594 dilué 

au 1/125. Les lamelles ont été montées sur une lame en présence de 10 μL de ProLong® Gold 

anti-fade with DAPI (Invitrogen™). L‘observation des lames est effectué au microscope 

confocal  Olympus FV500. 

Protéine Anticorps Primaire Anticorps secondaire 

SOD1 goat polyclonal SOD1 (N-19) sc-8636 
Fluoprobes 594 Donkey anti-goat IgG Interchim 

FP-SD2110 

GFP goat polyclonal GFP (1-16) sc-5385 
Fluoprobes 594 Donkey anti-rabbit IgG 

Interchim FP-SD2110 

SUMO1 
rabbit polyclonal SUMO1 (FL-101) sc-

9060 

Fluoprobes 594 Donkey anti-rabbit IgG 

Interchim FP-SD5110 

SUMO2 
rabbit polyclonal SUMO2 (FL-103) sc-

32873 

Fluoprobes 594 Donkey anti-rabbit IgG 

Interchim FP-SD5110 

Ubiquitine mouse monoclonal Ub (P4D1) sc-8017 
Fluoprobes 594 Donkey anti-mouse IgG 

Interchim FP-SD4110 

UHRF2 goat polyclonal UHRF2 (T-18) sc-54252 
Fluoprobes 594 Donkey anti-goat IgG Interchim 

FP-SD2110 

UBE2I goat polyclonal UBE2I (N-15) sc-5231 
Fluoprobes 594 Donkey anti-goat IgG Interchim 

FP-SD2110 

Tableau 7: Anticorps utilisés pour les immunocytochimies 
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II.5. Comptage des agrégats 

48H après transfection des NSC34 par les différents plasmides, les cellules sont fixées 

par 500 μL de paraformaldéhyde froid par puits d'une plaque 12 puits pendant 30 minutes. 

Les lamelles sont ensuite montées sur une lame et observé au microscope à fluorescence 

ANG-EVOSF1. 100 cellules par lamelle ont été comptées dans des champs pris au hasard sur 

la lamelle. Chaque comptage a été réalisé sur 4 lamelles différentes.  

 

II.6.  Quantification de l’intensité de fluorescence par cytomètre de 

flux 

48h après transfection, les cellules NSC-34 sont centrifugées (5 min, 2500g) et le culot 

cellulaire est resuspendu avec 200 µL de PBS et 300 µL de DMEM, soumis au cytomètre en 

flux (Beckman Coulter. La longueur d’onde d’excitation du laser est de 488 nm et la signal de 

fluorescence est enregistré après passage d’un filtre de 525 nm. Seules les cellules présentant 

une fluorescence verte sont comptées et l’intensité moyenne de fluorescence des cellules a été 

mesurée 

II.7. Correlative Light and Electron Miscroscopy (CLEM) 

 

Les cellules NSC34 ont été ensemencées sur des lamelles de 25 mn quadrillées et 

numérotées traitées avec de la poly-L-lysine (Sigma) à 50µg/mL pendant 2 heures. Puis les 

cellules ont été transfectées par les différents plasmides comme indiqué dans le paragraphe II-

1-2.  48H après transfection, les cellules ont été observées au microscope confocal  Olympus 

FV500 et quelques cellules par lamelles ont été sélectionnées. Les cellules ont été ensuite 

préparées pour l’analyse au microscope électronique à transmission par le département des 

microscopies de la plate forme du PPF Analyse des systèmes biologiques de l’Université de 

Tours. 
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II.8. Western blot 

 

II.8.1. Lyse des cellules 

L'analyse des protéines a été effectuée 48 h après la transfection des cellules par les 

plasmides. Les cellules ont d’abord été rincées 2 fois avec du PBS. Elles ont ensuite été lysées 

par une solution contenant 196 µL de RIPA (ThermoFischer) et 2 µL d’EDTA et 2 µL de 

cocktail d’inhibiteur de protéase du kit Halt protease Inhibitor cocktail (Thermoscientific) 

pendant 15 min en agitation dans de la glace. Le surnageant a été récupéré après 

centrifugation du lysat cellulaire pendant 15 minutes à 14 000 g. 

II.8.2. Dosage des protéines 

La concentration en protéines du lysat cellulaire a été mesurée par la méthode utilisant 

l’acide bicinchoninique (kit DC Protein Assay, BioRad). Une gamme étalon (0 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,4 

; 0,8 et 1,6  mg/mL) a été réalisée en utilisant comme protéine de l'albumine sérique bovine 

(BSA, Sigma-Aldrich®). Le dosage des solutions de la gamme étalon a été effectué dans un 

volume de 230 μL contenant 5 μL de la gamme étalon, 25 µL de solution constituée de la 

solution S diluée au 1/50 dans la solution A  et 200 μL de la solution B  (kit DC Protein Assay 

Reagent, BioRad). Le dosage des échantillons a également été réalisé dans un volume de 230 

μL constitué de 5 μL d’échantillon, 25 µL de solution constituée de la solution S diluée au 

1/50 dans la solution A  et 200 μL de la solution B. Ces solutions ont été incubées à 

température ambiante pendant 15 minutes à l’abri de la lumière. La densité optique des 

solutions a été mesurée à 750 nm grâce au Nanodrop 2000. A partir de la gamme étalon, la 

concentration en protéines des échantillons a été déterminée 

II.8.3. Western Blot 

Les protéines ont été séparées en fonction de leur poids moléculaire par migration dans 

un gel précoulé 4-15% mini-Protean TGX (BioRad), 30 μg de protéines totales préalablement 

dénaturées ont été déposées dans ce gel. La migration des protéines a été effectuée à un 

ampérage constant de 50 mA par gel pendant environ 40 minutes. Les protéines ont ensuite 

été transférées sur une membrane de 0,2 µM de polyvinylidène difluoride (PVDF-Biorad) 

grâce à un système de transfert Transblot turbo (BioRad). 

Les sites non-spécifiques de la membrane de PVDF ont été saturés pendant 1 h à 

température ambiante avec une solution de tampon Tris contenant 0,05 % de Tween 20 et 5 % 
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de lait écrémé Régilait. Les membranes ont ensuite été incubées toute la nuit à 4 °C avec 

l’anticorps primaire dilué au 1/500 dans du TBST avec 2 % de lait écrémé. Les membranes 

ont ensuite été mises en présence d'une solution de TBST contenant 2 % de lait écrémé et un 

anticorps secondaire couplé à la péroxydase dilué au 1/2500 pendant 45 minutes sous 

agitation à température ambiante. La présence des protéines reconnues par les anticorps a 

ensuite été révélée par incubation des membranes pendant 1 minute dans la solution du kit 

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Biotechnology).  Afin de 

s’affranchir d’une différence dans la quantité de protéines totales déposées dans les  puits, la 

quantité de GAPDH présente dans chaque piste a été mesurée par immunomarquage. 

 

Protéine Anticorps Primaire Anticorps secondaire 

SOD1 goat polyclonal SOD1 (N-19) sc-8636 
rabbit anti-Goat IgG HRP conjugé Zymed 81-

1620 

GFP goat polyclonal GFP (1-16) sc-5385 
rabbit anti-Goat IgG HRP conjugé Zymed 81-

1620 

SUMO1 
rabbit polyclonal SUMO1 (FL-101) sc-

9060 
anti-rabbit HRP conjugé Promega W401B 

SUMO2 
rabbit polyclonal SUMO2 (FL-103) sc-

32873 
anti-rabbit HRP conjugé Promega W401B 

Ubiquitine mouse monoclonal Ub (P4D1) sc-8017 anti-mouse HRP conjugé Promega W402B 

UHRF2 goat polyclonal UHRF2 (T-18) sc-54252 
rabbit anti-Goat IgG HRP conjugé Zymed 81-

1620 

UBE2I goat polyclonal UBE2I (N-15) sc-5231 
rabbit anti-Goat IgG HRP conjugé Zymed 81-

1620 

GAPDH  goat polyclonal GAPDH sc-48166 
rabbit anti-Goat IgG HRP conjugé Zymed 81-

1621 

Tableau 8: Anticorps utilisées pour le western-blot 

 

III. Bio-informatique 

III.1. Identification des sites de SUMOylation  

 

Le logiciel SUMOsp (http://sumosp.biocuckoo.org/down.php, Ren et al. ; 2009) 

permetd’identifier à partir de la séquence protéique, les sites potentiels de SUMOylation. Le 

logiciel prédit les sites à partir du motif KxE/D ;  correspondant à un résidu hydrophobe, 

x à un résidu quelconque et E/D au glutamate ou à l’aspartate respectivement ainsi que les 

motifs SIMs déjà identifiés (151 motifs identifié à partir de 80 protéines).  

 

http://sumosp.biocuckoo.org/down.php
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III.2. Logiciel des conséquences de mutation 

Le logiciel Polyphen2 (http//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, Adzhubei, 2010) est un 

outil qui permet de prédire l’impact possible d’une substitution d’acide aminé sur la structure 

et la fonction d’une protéine. Le logiciel utilise 2 bases de données. HumDiv qui compile 

3155 allèles défectueux annoté dans la base de donnée UniProt comme provoquant des 

maladies mendélienne humaines et affectant la stabilité ou la fonction des protéines ainsi que 

les différences entre 6321 protéines humaines et leurs homologues mammifères étroitement 

liés. La seconde base de donnée HumVar3 se compose des 13032 mutations pathogènes 

d’UniProt et des 8946 non sens SNP (nsSNPs) sans implication dans des maladies donc traités 

comme non pathogènes. 

 

III.3. Modélisation des protéines 

La structure 3D de la protéine SOD1 (PDB : 1PU0) a été déterminé par critallographie 

au rayons X. Nous avons utilisé les coordonnées de cette structure pour modéliser les formes 

sauvage et mutante de la protéine SOD1 avec le serveur SWISSMODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/). La représentation a été obtenue en utilisant le logiciel PyMol 

(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrödinger, LLC).   

 

IV. Statistiques 

IV.1. Test de Mann-Withney 

Le test de Mann-Whitney permet de tester l’identité de deux échantillons : il porte sur 

le fait que deux séries de valeurs numériques (ou ordinales) sont issues d’une même 

distribution.  

 

IV.2. Test de Kruskal & Wallis 

Le test de Kruskal & Wallis permet de comparer au moins trois échantillons, et tester 

l'hypothèse nulle suivant laquelle les différents échantillons à comparer sont issus de la même 

distribution ou de distributions de même médiane.  

http://www.statsoft.fr/concepts-statistiques/glossaire/m/mediane.html
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RESULTATS 

I. Caractérisation de nouvelles mutations du gène SOD1  

I.1. Mutations identifiées dans le gène SOD1dans la SLA 

 

Actuellement on recense 177 mutations identifiées au sein du gène codant la protéine 

SOD1 et composé de 5 exons. Certaines mutations assez fréquemment retrouvées chez les 

patients SLA ont été étudiées fonctionnellement comme les mutations SOD1G93C ou A4V  

associées à une maladie à évolution rapide. Toutes les mutations sont recensées dans la base 

de données ALSoD (http://alsod.iop.kcl.ac.uk/index.aspx). 

Le Laboratoire de Biochimie et Biologie moléculaire du CHRU de Tours en 

association avec les Centres SLA réalise le séquençage du gène SOD1. L’étude de ce gène par 

séquençage Sanger a permis d’identifier de nouvelles mutations ponctuelles du gène SOD1 

ainsi que plusieurs délétions chez des patients avec SLA familiale, ou plus rarement 

sporadique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation de la structure secondaire de la protéine SOD1 montrant la 

localisation des mutations associées à la SLA. Les résidus liant le cuivre sont en vert et les résidus 

liant le zinc sont en rouge. Les mutations, délétions et insertions sont représentées par un trait alors 

que les mutations entrainant un codon stop prématuré sont représentées par des ciseaux. Les nouvelles 
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mutations et délétions identifiées au sein de notre cohorte de patients SLA à Tours sont représentées 

en bleu. Adapté de Valentine et al., 2005. 

Dans notre cohorte de patients SLA (n>1000), nous avons identifié 3 nouvelles 

mutations ponctuelles non décrites dans les bases de données, V31A, V119L et E121G, ainsi 

que 4 délétions, dont 3 entrainant un codon stop prématuré, I18Stop21, K128Stop131 et 

K136Stop. Pendant ma thèse j’ai réalisé des analyses fonctionnelles sur 3 d’entre elles, les 

mutations V31A et E121G présentées dans le paragraphe suivant et la délétion I18Stop21 

présentée en annexe. 

 Nous avons tout d’abord mis au point une stratégie d’étude permettant d’étudier les 

conséquences fonctionnelles, et donc entre autres pathogènes, de nouvelles mutations du gène 

SOD1 (Figure 15). Dans un premier temps, nous réalisons une étude bioinformatique au 

niveau du gène et de la protéine, nous permettant d’évaluer la pathogénicité potentielle de la 

mutation à l’aide du logiciel PolyPhen et d’étudier la conséquence de la mutation sur la 

structure 3D de la protéine grâce à l’outil de modélisation Swiss model et à l’outil de 

visualisation PyMOL. Dans un deuxième temps, nous réalisons diverses études fonctionnelles 

in vitro, comme l’étude de la viabilité cellulaire, de la localisation de la protéine SOD1 mutée, 

de la formation d’agrégats, entre autres. Cette stratégie d’étude mise en place pour l’analyse 

des mutations du gène SOD1 est bien sur utilisable également pour des études sur d’autres 

gènes impliqués dans la SLA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Stratégie développée pour l’étude de nouvelle mutation de gène lié à la SLA. 
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I.2. Nouvelles mutations identifiées  

 

I.2.1. V31A 

 

A novel SOD1 mutation p.V31A identified with a slowly progressive form of 

Amyotrophic Lateral Sclerosis. 

A. Dangoumau et al., Neurobiology of Aging, 2014 

Un patient d’origine bulgare présentait une détérioration progressive au niveau des 

membres inférieurs à l’âge de 45 ans. A 53 ans, le patient montrait une atrophie musculaire 

distale des membres inférieurs. Les examens cliniques ont diagnostiqué une SLA. Onze ans 

après l’apparition de la maladie, le patient marche à l’aide d’une canne.  

 Le séquençage des 5 exons du gène SOD1 a révélé une mutation hétérozygote d’un 

nucléotide c.95T>C  dans l’exon 2 provoquant un changement d’une valine en alanine à la 

position 31 de la protéine SOD1. La mutation de la valine en positon 31 n’avait pas été encore 

observée dans notre cohorte de patient SLA, ni répertoriée dans la base de données ALSoD. 

Une étude bioinformatique par le logiciel PolyPhen indiquait que cette variation était 

« probablement dommageable » avec un score élevé de 0,97 (score entre 0 et 1), supportant 

l’importance de la valine 31 pour la protéine. Puis nous avons analysé la conséquence de cette 

mutation sur la conformation 3D de la protéine par modelisation moléculaire. Nous avons 

observé que cette valine 31 était localisée dans un brin  au sein du baril  de la protéine, 

proche du centre catalytique de l’enzyme. L’étude du modèle 3D de la protéine SOD1V31A, 

n’a pas suggéré de variation structurelle importante dans la structure de la protéine mutée.  

Nous avons ensuite analysé les conséquences fonctionnelles de la mutation V31A. Par 

mutagénèse dirigée, nous avons produit un plasmide exprimant SOD1
V31A

 couplée à la GFP 

en C-terminal et sous la dépendance d’un promoteur CMV. 48 heures après transfection d’une 

lignée cellulaire de motoneurones NSC-34 et en présence d’un stress oxydant (3 heures avec 

1mM d’H2O2), nous avons observé une diminution significative de la viabilité cellulaire des 

cellules exprimant SOD1
V31A-GFP 

comparativement à SOD1
WT

 (wild type)-GFP. Ces résultats 

étaient comparables à ceux obtenus avec le mutant SOD1
G93C

 (contrôle positif). Des analyses 

par microscopie confocale, nous ont ensuite permis d’observer que la protéine SOD1
V31A

 

présentait une expression nucléo-cytoplasmique comme SOD1
WT-GFP

. En revanche, la 

présence d’agrégats GFP positifs n’était visible que dans des cellules NSC-34 exprimant 

SOD1
V31A

. Ces agrégats étaient localisés dans le cytoplasme mais aussi le noyau. Notre 
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témoin positif, le mutant SOD1
G93A-GFP

 très étudié dans la littérature, montrait quant à lui la 

présence d’agrégats GFP uniquement dans le cytoplasme.  

Ce travail a donc permis d’identifier une nouvelle mutation du gène SOD1, V31A, qui 

est associée à une SLA à évolution lente, supportant l’idée avancée dans d’autre travaux d’une 

corrélation entre phénotype et génotype pour les mutations SOD1 dans la SLA. De manière 

très intéressante, quelques mois après la parution de notre travail, une équipe japonaise est 

venue confirmer la pathogénicité de cette mutation et le fait que cette mutation soit associée à 

une forme à évolution lente. Le patient d’origine japonaise présentait toutefois une SLA 

atypique car le système moteur ne semblait pas le seul affecté (déficits sensoriels,…). 

L’imagerie par IRM montrait entre autres une atrophie cérébelleuse, ce qui n’était pas le cas 

chez le patient que nous avons étudié. 

 

Nos travaux sur le mutant SOD1
V31A

 ont fait l’objet d’une publication dans le journal 

Neurobiology of Aging présentée ci-après. 
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I.2.2. E121G 

A novel p.E121G SOD1 mutation in slowly progressive form of Amyotrophic Lateral 

Sclerosis induces cytoplasmic aggregates in cultured motor neurons and reduces cell 

viability. 

 

A. Dangoumau et al., soumis Amyotrophic lateral sclerosis and Frontotemporal Degeneration  

 

Une patiente de 74 ans présentant des difficultés de la marche depuis plusieurs années 

montrait une atrophie musculaire des 4 membres lorsque le diagnostic de SLA a été posé. 

L’analyse des 5 exons du gène SOD1 a été effectuée. Le séquençage a mis en évidence une 

mutation d’un nucléotide c.365A>G dans l’exon 5 du gène SOD1. Cette substitution entraine 

le changement d’un acide aminé, un acide glutamique en glycine en position 121 de la 

protéine SOD1 (p.E121G). Cette variation était absente dans les bases de données ALSoD et 

1000 genomes project, ainsi que dans notre cohorte de patients SLA d’origine Française.  

 L’alignement de séquence chez plusieurs espèces de mammifères a montré une forte 

conservation de la région autour de l’acide glutamique E121, suggérant un rôle important 

pour cette région. Le logiciel PolyPhen a indiqué avec un score de 0,997 (score entre 0 et 1) 

prédisant donc que cette mutation était « probablement dommageable ». La modélisation 

tridimensionnelle de la protéine SOD1E121G n’a pas montré de modification structurale 

importante. Il était toutefois intéressant d’observer que l’acide aminé E121 est situé à 

proximité d’une des trois histidines liant le cuivre. 

Nos études fonctionnelles ont ensuite montré une réduction de la viabilité des cellules 

motoneuronales NSC-34 transfectées par un plasmide exprimant SOD1E121G et exposées à 

un stress oxydant (1mM d’H2O2 pendant 3 heures). Cette mutation de SOD1 induisait par 

ailleurs la formation d’agrégats cytoplasmiques dans les NSC-34. Ces agrégats étaient positifs 

pour SOD1 et pour l’Ubiquitine. En vue d’améliorer notre stratégie d’études fonctionnelles 

des gènes mutés dans la SLA, nous avons alors mis en place au laboratoire avec l’aide du Dr 

Brigitte Pettmann la culture primaire de motoneurones d’embryons de rats. Nous avons 

transfectés ces cellules par les plasmides exprimant SOD1E121G-GFP ou SOD1WT-GFP. 

Nous avons ainsi pu montrer la formation d’agrégats cytoplasmiques dans les motoneurones 

exprimant cette nouvelle forme mutée de SOD1.  

Ces travaux sont soumis dans le journal Amyotrophic lateral sclerosis and Frontotemporal 

Degeneration (ci-après). 
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ABSTRACT 

Mutations in SOD1 gene encoding the Cu,Zn superoxide dismutase 1 protein are responsible 

for Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a fatal neurodegenerative disease. To date a large 

number of mutations have been reported in SOD1, but only few of them have been studied 

and validated by functional studies. We present a novel mutation in SOD1 in a woman 

suffering from slowly progressive ALS. This dominant mutation (c.365A>G) in exon 5 

resulted in a substitution of a highly conserved amino acid (p.E121G) of the protein. 

Functional studies in the motor neuronal cell line NSC34 and in primary culture of mouse 

motor neurons revealed that this mutation p.E121G induced aggregates positive for SOD1 and 

ubiquitin, as well as reduced cell viability. These findings identified a novel causal mutation 

in ALS in close proximity with one of the three histidine residues (H120) of SOD1 interacting 

with copper. 

 

INTRODUCTION 

 Amyotrophic lateral sclerosis is a fatal adult neurodegenerative disorder characterized 

by the degeneration of motor neurons in the brain and spinal cord, resulting in paralysis of 

skeletal muscles. Mutation in the Cu-Zn Superoxide dismutase-1 gene (SOD1, 21q22.1) in 

ALS patients was first discovered in 1993 (Rosen et al., 1993a). More than 150 mutations in 

the homodimeric metalloenzyme SOD1 have been observed covering all 5 exons of the gene 
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(ALSoD: http//alsod.iop.kcl.ac.uk/;
 
(Abel et al., 2012)), and are thought to be responsible for a 

toxicity in motor neurons (Cozzolino et al., 2009).  

 Only very few of these mutations have been studied to reinforce their role in the 

disease and/or to give insight into the mechanism of motor neuronal cell death. The most 

studied mutations in SOD1 are A4V, G37R, G85R and G93A(C) (Rakhit et al., 2007; Ray et 

al., 2005).  We present a novel dominant missense mutation of the SOD1 gene leading to the 

change of an evolutionary highly conserved amino acid and responsible for a slowly 

progressive spinal ALS form in a 74 year-old woman without familial ALS history. This 

mutation is located in the dimerization domain.  

 

CASE REPORT 

Clinics 

A 74-year-old woman was seen for the first time for a 4–year-history of gait 

disturbances. She had no personal medical history. At that time she was able to walk 10 m 

with two crutches. Clinical examination revealed UMN and LMN signs (Upper and Lower 

Motor Neuron) in the four limbs. There was no bulbar involvement. Cerebral and spinal MRI 

were normal as were spinal fluid analysis and blood tests. Nerve conduction studies (NCS) 

were normal at the four limbs and myography revealed neurogenic pattern with active 

denervation potentials in the four limbs. Disease progressed slowly leading after 96 months of 

evolution of predominant distal weakness and muscular atrophy at the four limbs with brisk 

deep tendon reflexes (DTR). The patient complained of dysarthria and chocking. There was 

neither denutrition nor respiratory insufficiency.  

Genetic and bioinformatics analysis 

 Informed consent was obtained and DNA was extracted from peripheral blood sample 

using a standard protocol. The repeat region of the C9ORF72 gene and the five exons and 

flanking regions of SOD1 gene were analyzed by repeat-primed PCR/Genescan and 

bidirectional sequencing analysis respectively (3130xl Sequencer, Applied). Sequencing 

analysis of the exon number 5 of SOD1 was done on 800 French ALS patients.  

 PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) was used to predict the 

pathogenicity of the mutation. Sequence conservation across species was analysed by multiple 

alignments. The Swiss-model protein structure homology-modeling server 

(http://swissmodel.expasy.org/; SOD1 PDB accession number 2C9V) was used to analyze the 
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consequences of the mutation on the 3D structure of SOD1. Pymol molecular graphic system 

was used for protein visualization.  

Functional studies 

 Human SOD1 cDNA was obtained by RT-PCR on total RNA from leucocytes of a 

control individual. SOD1
WT

, mutant SOD1
E121G

 and SOD1
A4V

 (positive control) were 

generated by site-directed mutagenesis, and inserted in a pcDNA6.2/C-EmGFP-Gw/TOPO 

plasmid (Invitrogen). Functional studies were done by transfection of mouse motor neuron 

NSC34 cell line (Cashman et al., 1992) using lipofectamine 2000 (Invitrogen), and of primary 

culture of rat motor neurons (Cashman et al., 1992; Raoul et al., 2002) using 

Magnetofectamine
TM

 (OZ Biosciences). For culture of primary motor neurons, dissected 

spinal cords of E14 rat embryos were first dissociated (trypsin and mechanically). Motor 

neurons in the suspension were then isolated using Metrizamide (Santa Cruz Biotechnology, 

sc-211905) and plated on poly-ornithine/laminin-coated wells in Neurobasal medium 

(Invitrogen) with BDNF 1ng/mL, GDNF 100 pg/mL, CNTF 10 ng/mL, 2% horse serum, B27, 

L-glutamine 0.05 mM, L-glutamate 25 µM, and -mercaptoethanol 25 µM.  

 To evaluate cell viability, NSC34 cultured in T25 flasks for 48 hours post-transfection 

were analyzed using Trypan blue exclusion test with a Countess Automated cell counter 

(Invitrogen). Transfected cells immunostained with an antibody against Ubiquitin (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-8017) were observed 48 hours post-transfection using a fluorescent 

microscope (Evos Fl, Advanced Microscopy Group) and a confocal microscope (Olympus 

FV500). 

 

RESULTS 

 We first showed that there was no repeat expansion in the C9ORF72 gene, the most 

frequent genetic cause of ALS. We next analysed SOD1, the second most common mutated 

gene. Sequencing analysis revealed a novel heterozygous substitution c.365A>G in the exon 5 

of the SOD1 gene (Figure 1A). This transition led to an amino acid change from a glutamic 

acid to a glycine at position 121 in the SOD1 protein (p.E121G). No familial history of ALS 

was reported, and no relative were available for genetic studies. This variation was absent in 

the ALSoD database, in the 1000 genomes project database 

(http://browser.1000genomes.org), and in our cohort of 800 ALS patients of French origin.  

 Sequence alignments showed that glutamic acid 121 as well as its surrounding region 

is highly conserved in the SOD1 protein among species (Figure 1B). The p.E121G mutation 

was predicted by PolyPhen-2 to be “probably damaging” with a score of 0.997 (range, 0-1). 
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Using the modelling server Swiss-model we observed no significant predicted structural 

modification in the mutant SOD1
E121G

 (Figure 1C, data not showed).  Interestingly this E121 

amino acid is located close to one of the three histidine residues (H120) implicated in the 

interaction with copper. Moreover we observed that E121 is exposed on the external surface 

of the protein, and consequently could be implicated in an interaction with partners of SOD1. 

Altogether these bioinformatics analyses supported a functional role for this mutation.  

 We performed functional analyses on this SOD1
E121G

 mutant. NSC34 motor neuronal 

cell line transfected by a plasmid expressing SOD1
E121G

 showed significant reduced cell 

viability when exposed to an oxidative stress (H2O2 1mM during 3 hours) (Figure 1D). We 

next analyzed the localization of SOD1
 E121G

 in transfected cells. Similarly to well-known 

ALS-related mutants, the expression of the novel mutant SOD1
 E121G

 in NSC34 induced 

cytoplasmic aggregates positive for SOD1 and ubiquitin (Gal et al., 2007) (Figure 1E,F). This 

observation was confirmed in motor neurons by transfection of primary culture from rat 

embryos (Figure 1G). 

 

DISCUSSION 

 We described here an apparently sporadic ALS patient with a new heterozygous 

missense mutation p.E121G in SOD1 and characterized by a slowly progressive ALS 

phenotype. Until now this mutation had not been identified in ALS. Further studies will 

indicate whether this mutation is specific for this population or not.  

 Bioinformatics analyses strongly supported a functional pathogenic consequence for 

this mutation in a highly conserved region during evolution. The mutation consists in a 

substitution of a negatively charged and large residue (glutamic acid) by a neutral and small 

one (glycine). Our model analysis did not support a consequence on the 3D structure of the 

protein, nor on its dimerization. Indeed the E121 residue is located outside the dimerization 

domain (Figure 1 C). However this residue is close to one of the three histidine residues 

implicated in SOD1 interaction with Copper. The E121G mutation could affect this 

interaction. Another observation is the exposition of the side chain of the residue 121 at the 

surface of the protein, suggesting its possible participation in interactions with protein 

partners of SOD1 (chaperones for example). Unfortunately, we could not infer the 

pathogenicity of the mutation from segregation analysis. 

  Thus, we next expressed SOD1
E121G

 in NSC34 cells and primary cultured motor 

neurons. We observed that the expression of SOD1
E121G

 was associated with reduced cell 

viability under oxidative stress. This was showed by a decrease in Trypan blue exclusion and 
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an increased in cytotoxicity evaluated by measuring the activity of dehydrogenases in cells. 

We next observed that the expression of SOD1
E121G

 in motor neurons was associated with the 

presence of aggregates in the cytoplasm. Some aggregates were located in dendrites of motor 

neurons. Cytoplasmic inclusions or aggregates in degenerating motor neurons are the central 

pathological hallmark in ALS (Blokhuis et al., 2013). SOD1 was the first protein to be 

identified in aggregates in ALS patients with a mutation in SOD1 gene (Rosen et al., 1993a). 

The predominant aggregates in ALS patients are ubiquitinated (Stieber et al., 2000). Our 

immunocytochemical analysis indicated ubiquitin positive aggregates containing SOD1 in 

cells expressing SOD1
 E121G

. Altogether these findings consist in strong arguments for a novel 

causal mutation in ALS. 

 In conclusion, the identification of a novel p.E121G mutation in SOD1 in a patient 

with slowly progressive form of ALS provides additional information on the diversity and the 

common points of SOD1 mutations in SALS (Andersen and Al-Chalabi, 2011a). Further 

studies on mutations such as p.E121 located in highly conserved domains exposed at the 

surface of SOD1 could give insight into the biochemical mechanisms of action of protein 

aggregation in ALS. 
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Figure: (A) Heterozygous missense mutation c.365A>G in SOD1 identified by Sanger sequencing 

(arrow). (B) Sequence alignment of SOD1 protein shows that glutamic acid E121 is highly conserved 

during species. (C) 3D structures of the homodimer SOD1
WT

 protein (PDB ID: 2C9V); the three 

histidine residues in interaction with the copper ion are in green; the residue E121 is in red. (D) Cell 

viability assessed by Trypan blue exclusion method. (E) Localization of SOD1
WT

-GFP, SOD1
mutant

-

GFP proteins in NSC34 cells 48 hours post-transfection (Arrows indicate aggregates). Scale bars, 10 

m. (F) Co-localization of SOD1
mutant

-GFP proteins with ubiquitin in aggregates. Scale bars, 10 m. 

(G) Presence of SOD1
E121G

-GFP positive aggregates in motor neuron 48 hours post-transfection 

(arrow: aggregates). Scale bar, 25 m. 
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II. Etude de l’effet combiné du stress oxydant et de la mutation de SOD1 

sur les voies Ub/SUMO 

Transcriptomic analysis of a cell culture model of SOD1-related Amyotrophic Lateral 

Sclerosis identifies dysregulations in the ubiquitin (Ub)/Ub like pathways. 

 

Dangoumau et al. soumis 

Les causes, encore mal connues, de la dégénérescence des motoneurones dans la SLA 

impliquent des facteurs environnementaux comme le stress oxydant, et des facteurs 

génétiques comme la mutation du gène SOD1 qui code la superoxyde dismutase 1. Le stress 

oxydatif est une conséquence d’un déséquilibre entre une production des ROS et de la 

capacité des motoneurones à réduire le niveau de ces ROS, et à réparer les dommages dans les 

cellules. Plusieurs études ont montré une relation directe entre le stress oxydant et les 

mutations de SOD1 dans la physiopathologie de la SLA. 

Nous avons tout d’abord recherché les gènes dont l’expression varie quand des cultures de 

cellules motoneuronales sont soumises à un stress oxydant (1 mM d’H2O2) pendant une 

période (3 heures) non associée à une baisse de la viabilité cellulaire. Pour cela nous avons 

utilisé la technologie de microarrays Agilent (SurePrint G3 Mouse GE 60k Array). Nous 

avons ainsi identifié 360 sondes associées à des gènes différentiellement exprimés en 

présence d’un stress oxydant (p<0,05). L’étude de cette liste de gènes a montré un 

enrichissement en gènes des voies de l’Ubiquitine et de l’Ubiquitin-like SUMO. Ces voies 

impliquent plus de 729 gènes selon nos études bioinformatiques. 26 de ces gènes montraient 

une différence d’expression significative dans les NSC-34 exposées à un stress oxydant. Nous 

avons étudié plus en détail 6 de ces 26 gènes, du fait selon la littérature de leur participation 

dans la réponse à divers stress ou dans des mécanismes impliqués dans des maladies 

neurodégénératives. Ces gènes codent les E2 Ube2e1 et Ube2d2, les E3 Trim9, Uhrf2 et Rbx1 

et la protéase déSUMOylation des protéines Senp1. Nous avons également sélectionné 5 

autres gènes d’intérêt ayant une p value comprise entre 0,05 et 0,06 considérant que certains 

gènes pertinents dans l’étude pouvaient avoir une expression légèrement plus précoce ou 

tardive par rapport aux 3h de stress. Ces gènes codent les E3 Ube3b, Birc3, Xaf1, Kdm2b et 

Siah2.  

Nous avons analysé par RT-qPCR l’expression de ces 11 gènes dans des cultures de 

cellules NSC-34 combinant à la fois une exposition à un stress oxydant (1 mM d’H2O2, 3h) et 
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l’expression d’une forme mutée du gène SOD1, la protéine SOD1
A4V

 identifiée chez des 

patients SLA. L’exposition au stress oxydant fut réalisé 48h après transfection des NSC-34 

par le plasmide SOD1
A4V

, à savoir à une période où les cellules présentaient des agrégats 

cytoplasmiques positifs pour SOD1. Cette étude a permis de mettre en évidence un effet 

combiné additif du stress oxydant et d’un mutant SOD1 sur l’expression de 6 des 11 gènes 

des voies Ub/SUMO sélectionnés suite à l’étude microarray (stress oxydant seul). 

L’expression des gènes Senp1, Ube2d2, Rbx1, Uhrf2 et Kdm2b était augmentée, et à l’inverse 

l’expression de la protéase de Xap1 était diminuée. Ces gènes sont particulièrement 

intéressants dans le contexte d’une maladie neurodégénérative comme la SLA. Par exemple le 

gène Rbx1 code une protéine membre du complexe SCF ubiquitine ligase qui contrôle la 

protéine Nrf2. Nrf2 participe directement à la réponse au stress oxydant en tant que senseur de 

stress.  

Autre exemple, celui de l’augmentation d’expression d’Uhrf2. Uhrf2 (aussi appelé Nirf) 

code l’E3 ligase Ubiquitin-like with PHD and Ring Finger domains 2 connue pour être 

exprimée dans le cerveau  humain. Cette enzyme est une des rares E3 ligases présentant à la 

fois une activité Ubiquitine  et SUMO ligase. Plusieurs protéines cibles d’Uhrf2 sont connues, 

comme par exemple le facteur de transcription Znf131 (Zinc finger protein 131) fortement 

exprimé lui aussi dans le système nerveux central et ayant potentiellement un rôle dans la 

protection des motoneurones. Nous avons montré que cet effet combiné du stress oxydant et 

de SOD1 mutée provoquant une augmentation d’expression d’Uhrf2 était observable pour les 

3 mutants SOD1 testés (SOD1
A4V

, SOD1
V31A

, SOD1
G93C

). Nous avons alors étudié les 

conséquences d’une baisse d’expression d’Uhrf2 dans ce modèle in vitro par transfection des 

cellules par un siRNA anti-Uhrf2. Nous avons montré que la baisse d’expression d’Uhrf2 

entraîne une diminution d’expression du gène pro-apoptotique Siva. Ce gène Siva était connu 

pour être régulée positivement par Uhrf2 dans la lignée d’ostéosarcome U2OS. Sachant que la 

sur-expression de SOD1 sous une forme mutée est nécessaire à l’augmentation d’expression 

d’Uhrf2, nous avons ensuite analysé un possible lien entre Uhrf2 et la formation d’agrégats 

potentiellement toxiques pour les cellules motoneuronales. Nos analyses effectuées 24h après 

co-transfection (siRNA anti-Uhrf2, plasmide SOD1
G93C

) indiquent une tendance à la 

réduction du nombre de cellules contenant des agrégats, quoi que non significative. Cette 

durée de 24h n’est peut-être pas suffisante pour obtenir un effet significatif sur la réduction du 

nombre d’agrégats. Ces résultats suggèrent qu’une réduction d’expression d’Uhrf2 dans des 

cellules motoneuronales soumises à un stress oxydant et exprimant une forme mutée de SOD1 
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pourrait peut-être modifier la dynamique de formation des agrégats protéiques toxiques en 

diminuant leur formation ou favorisant leur dissociation. 

 Nous avons donc identifié plusieurs modifications d’expression de gènes des voies 

Ub/Ub-like dans notre modèle in vitro de la SLA impliquant un stress environnemental seul, 

ou combinant un stress environnemental et une mutation génique impliquée dans la SLA. A 

notre connaissance, il s’agit de la première étude globale d’expression génique dont l’objectif 

était d’analyser l’effet combiné d’un stress oxydant et de mutations du gène SOD1 identifiées 

dans des cas de SLA. Nos résultats indiquent que des dérégulations de l’expression 

d’enzymes particulières des voies Ub/Ub-like pourraient être directement impliquées dans la 

dégénérescence motoneuronale en cause dans la SLA.  
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Transcriptomic analysis of a cell culture model of SOD1-related 

Amyotrophic Lateral Sclerosis identifies dysregulations in the ubiquitin 

(Ub)/Ub like pathways.  
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ABSTRACT 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is characterized by a progressive and selective 

death of motor neurons in brain and spinal cord.  Combined effects of environmental factors 

such as oxidative stress and genetics factors such mutations of SOD1 are implicated in this 

neurodegenerative disease. We performed a microarray study on motor neuronal cells NSC-

34 exposed to oxidative stress (H2O2), and observed an enrichment of genes of the Ubiquitin 

(Ub)/Ub-like pathways in the differentially expressed genes. A hallmark of ALS is the 

presence of Ub/SUMO positive-aggregates in motor neurons. Eleven of these genes were 

further studied in NSC-34 exposed to oxidative stress and expressing a mutant SOD1
A4V

. We 

observed a combined effect of these factors on the expression of Senp1, Ube2d2, Rbx1, 

Uhrf2, Kdme2b (all up-regulated), and Xaf1 (down-regulated). We next showed that siRNA-

mediated reduction of the Ub/SUMO E3 Uhrf2 results in decreased expression of Siva, a 

target of p53. Our study indicates that dysregulations in the expression of particular enzymes 

of the Ub/Ub-like pathways could be implicated in motor neuron degeneration. 
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1. INTRODUCTION 

 Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is one of the most common adult onset 

neurodegenerative diseases, caused by the selective death of motor neurons. The aetiologies 

for sporadic and most familial forms of ALS are unknown, but current knowledge supports 

the implication of several interacting environmental and genetic factors. 17 genes and loci 

have been associated with ALS, with mutations in SOD1 (Cu/Zn Superoxide dismutase 1) and 

C9orf72 (chromosome 9 open reading frame 72) genes consisting in the most frequent genetic 

causes of ALS (Andersen, 2001; Vucic et al., 2014). Studies of disease physiology suggest 

roles for oxidative stress, glutamate-mediated excitotoxicity and hypoxia in ALS; how these 

environmental factors interact with genetic factors in the complex pathophysiology of ALS 

awaits elucidation.  

 Oxidative stress is a consequence of an imbalance between a production of reactive 

oxygen species (ROS) and the ability of motor neurons to reduce the level of ROS, and to 

repair their damages in cells. Several observations implicated the oxidative stress as an 

important factor by which motor neuron death occurs in ALS (Barber and Shaw, 2010). 

Markers for lipid oxidation and DNA oxidation were observed in spinal cord from ALS 

patients (Fitzmaurice et al., 1996; Shibata et al., 2001). Moreover elevated level of DNA 

oxidation (such as 8-oxo-2'-deoxyguanosine) and marker of lipid peroxidation (4-

hydroxynonenal) was measured in the cerebrospinal fluid (CSF) of ALS patients (Bogdanov 

et al., 2000; Simpson et al., 2004; Smith et al., 1998). Oxidative damage to DNA, lipid and 

proteins were also observed in transgenic mice and cell culture models of ALS based on 

mutant SOD1 (Andrus et al., 1998; Liu et al., 1998a).  

 Whether oxidative stress is a primary cause or a consequence of some other toxic 

insults in ALS is still a debate. Several studies indicated for SOD1-related ALS a direct 

relation between SOD1 mutants and oxidative stress in ALS physiopathology (Barber and 

Shaw, 2010; Deng et al., 1993). 20% of the familial cases of ALS have been linked to 

mutations in SOD1 gene (Andersen and Al-Chalabi, 2011; Rosen et al., 1993). SOD1 consists 

in a crucial enzyme for cellular antioxidant defence mechanisms. It catalyses the 

disproportionation of superoxide radicals (O2
.-
) to H2O2 and O2. In ALS its enzymatic activity 

appears to be preserved in most SOD1 mutants. Moreover SOD1-null mice did not develop 

motor neuron disease, whereas mice over-expressing mutated forms of SOD1 became 
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paralyzed (Gurney et al., 1996; Reaume et al., 1996). Thus, a toxic gain of function of 

mutants SOD1 is considered to be a cause of motor neuron degeneration (Sau et al., 2007). 

Today, the mechanisms by which these mutants SOD1 cause cell death are still unclear. 

Various mechanisms have been suggested, such as abnormal free-radical detoxification, 

abnormal protein aggregation, disrupted axonal transport and mitochondrial dysfunction 

(Bilsland et al., 2010; Guégan et al., 2001; Liu et al., 1998b; Watanabe et al., 2001).  

 Here we first used microarrays to study changes in gene expression in the motor 

neuronal cell line NSC-34 in response to oxidative stress. NSC-34, which consists in a 

neuroblastoma-spinal cord (NSC) hybrid, is considered the most stable motor neuron cell line 

model (Veyrat-Durebex et al., 2014). We next focused on genes of the ubiquitin (Ub)/Ub-like 

pathways because of their enrichment in our microarray results and of their implication in 

ALS pathogenesis, and studied their expression in cultures exposed to oxidative stress and 

expressing SOD1 mutants (Cheroni et al., 2009; Dangoumau et al., 2013).  We report additive 

effects of oxidative stress and SOD1 mutations on the expression of several genes of these 

pathways, such as the Ub/SUMO E3 ligase Uhrf2. 

2. METHODS 

2.1 Cell cultures 

 NSC-34 cells were cultured at 37°C in a 5% CO2 incubator in DMEM containing 4.5 

g/L glucose, 0.58 g/L L-glutamine and 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 

µg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich®). For oxidative stress conditions, cultures were treated 

with various concentrations of H2O2 for 1, 3 or 5 hours. 

2.2 Cell viability assay 

 For the trypan blue assay, 48h post-transfection the cells were centrifuged for 5 min at 

2500g and resuspended in DMEM, before addition of Trypan blue (0.4% w/v) (Molecular 

Probes-Invitrogen, Carlsbad, CA). Living and dead cells were accurately counted by a 

Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, Carlsbad, CA). 

2.3 Microarray experiments 

 Total RNAs of NSC-34 cell line cultures were prepared using TRIzol® extraction 

method (Invitrogen) and further purified using the RNeasy Micro Kit (Qiagen). RNA quality 
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was assessed by ND-1000 spectrophotometry (NanoDrop Technologies). Samples from four 

biological replicates of NSC-34 cell line transfected with SOD1
WT

 plasmid were hybridized 

on SurePrint G3 Mouse GE 8x60K Microarrays (Agilent). 

 The one-color microarray-based gene expression analysis protocol (version 5.7 of the 

One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis) was used to construct and to 

fluorescently label cRNA from total RNA extracts. Briefly, probes were prepared by 

converting an aliquot of 100 ng total RNA from each sample into labeled cRNA, using 

reagents from the one-colour spike-in kit (Agilent Technologies) and one-color Quick amp 

labeling kit (catalogue No.5190-0442, Agilent Technologies). Total RNA were reverse 

transcribed into first and second-strand cDNA, after which first-strand cRNA were 

constructed using the second-strand cDNA as a template in the presence of Cy3-CTP. Labeled 

cRNA were purified using the RNeasy mini spin column kit (Qiagen). Labeling efficiency 

was determined at 550 nm (Cy3) by ND-1000 spectrophotometry (NanoDrop Technologies). 

 800ng Cy3-labelled cRNA was hybridized on individual 60K array for 17 h at 65 °C. 

After hybridization, arrays were washed consecutively with Gene expression wash buffers 1 

and 2 (Agilent). Slides were scanned immediately following washing in the Agilent Scanner 

(SureScan) using Scan Control 9.1.7.1 software. The scan resolution was 3µm. Scan data 

were extracted with Feature Extraction 10.7.3.1 software using the GE1_107 _Sep09 protocol. 

Extracted signal intensities were analyzed using GeneSpring 12.0 software (Agilent) and the 

datasets were normalized using standard Agilent FE Import 1-color settings. Genes were 

tested for differential expression using a Student test, and p values were subjected to multiple 

tests correction (Benjamini-Hochberg False Discovery rate; 0.05). Genes with p value <0.05 

were considered to be differentially expressed. Analysis of cellular pathways was done using 

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.7 (Huang 

et al., 2009).  

2.4 Expression vectors and transfections 

 Full-length human wild type SOD1 cDNA was obtained using reverse transcription 

polymerase chain reaction on total RNA from leukocytes of a Human individual, before 

insertion into pcDNA6.2/C-EmGFP-Gw/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Plasmids 

were amplified in TOP10 Escherichia coli bacteria, purified, and sequenced. Three ALS-

related SOD1 mutants were generated by Site-Directed Mutagenesis, SOD1
A4V

, SOD1
V31A
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and SOD1
G93C

  (Broom et al., 2006; Dangoumau et al., 2014; Régal et al., 2006). 24h after 

plating NSC-34 cells on poly-D-lysine coated surface (25 µg/mL) transfection of plasmids 

(1.6g) or siRNA (1.6g, Silencer®Select anti-Uhrf2, s99417; Silencer Select negative 

control, Ambion®) were conducted with Lipofectamine 2000 according to manufacturer’s 

instructions (Invitrogen).  

2.5 Western blot analysis 

 NSC-34 cells were lysed in RIPA (Radio Immunoprecipitation Assay, ThermoFisher) 

buffer with protease inhibitors (Halt protease Inhibitor cocktail, Thermo scientific). 30 µg of 

proteins were separated by SDS-PAGE in a 4-15% polyacrylamide gel and transferred to a 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane. Membrane was treated with 5% of milk in Tris-

buffer containing 0.1% tween-20. Before incubation with a polyclonal goat anti-GFP antibody 

(sc-5385, 1/200 Santa Cruz Biotechnology® Inc.), overnight at 4°C. Horseradish peroxydase-

conjugated rabbit anti-goat antibody (81-1620, 1/2500, Zymed) was used as secondary 

antibody before chemiluminescence analysis using ECL (Pierce-Thermo Fischer Scientific 

Inc., Rockford, IL) and quantification by QuantityOne software (BioRad). GAPDH 

expression was used for normalization using polyclonal goat anti-GAPDH antibody (sc-

48166, 1/250, Santa Cruz Biotechnology Inc.) and secondary donkey anti-goat antibody 

(V8051, 1/2500, Promega). 

2.6 Immunocytochemical analysis 

 Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrick®) in Phosphate Buffer 

Saline (PBS) for 45 min at room temperature (RT). After 1h at RT in 1% bovine serum 

albumin, 5% horse serum and 0.2% triton X-100 in PBS, cells were incubated over night at 

4°C with -3-tubulin (1:200, PRB-435P, Covance), or a 

polyclonal goat anti-UHRF2 antibody (1:200, sc-54252, Santa Cruz Biotechnology® Inc.). 

This was followed by an incubation of 1h at RT with FITC labeled antibody against mouse 

IgG (Jackson Immuno Research, 115-095-205) or Fluoprobes 594 Donkey antibody against 

goat IgG (Interchim FP-SD2110). Preparations were mounted with Prolong Gold Antifade 

(Invitrogen
TM

) and observed under AMG Evos F1 microscope or Olympus Fluoview 500 

confocal laser scanning microscope. 

2.7 RT-qPCR analysis 
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 Total RNAs were extracted from NSC-34 cells 48 hours after transfection by plasmid 

expressing SOD1
WT

 or SOD1
G93C

, using Trizol (Invitrogen). RNAs were treated with 1g 

RNase-free DNase I (Invitrogen). cDNA were synthesized using the SuperScript™II RT kit 

(Invitrogen), and qPCR was performed using 50 ng cDNA as template with SsoAdvanced™ 

SYBR® Green Supermix (BioRad) reagent. Samples from four biological replicates were 

analyzed in duplicate in a LightCycler480 (Roche). The 2
-∆∆Cp

 method was used for 

quantifications. Normalized ratios were obtained for each target gene using the LC480 

software (qPCR efficiencies for each genes were used), and beta-actin and Gapdh as 

normalization genes.  

2.8 Quantification of SOD1 aggregates 

Forty-eight hours after transfection NSC-34 cells were observed under AMG Evos F1 

microscope. One hundred cells were counted in fields selected at random from different 

quadrants of the culture well. The assays were carried out in four independent experiments. 

2.9 Statistical Analysis 

 Data are presented as mean +- standard errors of the mean (SEM) of four independent 

experiments. Statistical analysis was performed using the non-parametric Mann-Whitney or 

Kruskall-Wallis test. 

3. RESULTS 

3.1 Vulnerability of NSC-34 cells to oxidative stress 

Oxidative stress has been shown to contribute to motor neurons injury in ALS. We 

therefore developed an in vitro model of motor neurons injury using the mouse motor 

neuronal cell line NSC-34 exposed to H202. Our objective was to study the cellular response 

to this environmental stress, but not the mechanisms implicated in cell death. NSC-34 cells 

exposed for 3 hours to 0.1 or 1 mM H2O2 showed round shape (stressed) without modification 

in cell viability (Figure 1A, 1B).  Five hours after addition of 0.1 or 1 mM H2O2, a significant 

decrease in cell viability were observed (reduction by 18.3% and 28%, respectively; p<0.05), 

(Figure 1A). Thus, we chose the condition 1mM H2O2 for 3 hours for the microarray study.  
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Figure 1: (A) Cell viability of NSC-34 cells in absence or presence of 0.1 or 1mM H2O2 for 

1, 3 or 5 hours.*p<0.05 Non parametric Mann-Withney test. (B) Immunocytochemical 

visualization of βIII-tubulin in NSC-34 cells. NSC-34 cells in absence (A-B-C) or presence 

(D-E-F) of 1mM H2O2 for 3 hours. Scale bar: 20 µm. 

3.2 Microarray analyses showed robust gene expression changes 

 Microarray analyses were performed with RNA samples from NSC-34 cells cultures 

expressing normal human SOD1 (SOD1
WT

-GFP) in absence or presence of 1mM H2O2 for 3 

hours. We used the SurePrint G3 Mouse GE 60K array (Agilent), which contains around 

60 000 probes covering 39,430 genes and 16,251 long-non coding RNAs (lcRNAs). 

Statistical analysis identified 360 probes associated with differentially expressed transcripts 

(p<0.05) in NSC-34 exposed to oxidative stress, compared to cells cultured in normal 
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condition. 191 probes were linked to up-regulated genes, and 169 probes to down-regulated 

genes. The 20 genes showing the highest fold changes (positive and negative) in presence of 

oxidative stress are listed in Table 1. We found an increased expression of several genes of 

interest in a context of neurodegenerative disease, such as: Thoc7 (fold change 4.77), a 

member of the THO complex, an evolutionarily conserved ribonucleoprotein complex that 

links transcription with nuclear export; Tmem14a (fold change 3.95), a recently identified 

mitochondria-associated membrane protein which inhibits apoptosis by blocking the 

mitochondrial permeability transition; Rbx1 (fold change 2.10), a member of the SCF 

ubiquitin ligase complex controlling the sensor of oxidative stress Nrf2. We also observed a 

decreased expression of several interesting genes, such as Akap13 (fold change -2.80), a 

sensor of ER stress.  

 

Gene symbol Gene name p value 
Fold 

change 

Thoc7 THO complex 7 homolog  0.043 4.77 

Tmem14a Transmembrane protein 14A 0.043 3.95 

Rbx1 Rong-box 1 0.043 2.1 

Strbp Spermatid perinuclear RNA binding protein 0.043 1.61 

Dkk1 Dickkopf homolog 1 0.043 1.6 

Mkl1 Megakaryoblastic leukemia 1 0.043 1.46 

Gm8273 predicted gene 8273 0.03 1.39 

Acot10 Acyl-CoA thioesterase 10 0.043 1.38 

Rbm3 RNA binding motif protein 3 0.043 1.37 

Gm14440 predicted gene 14440 0.026 1.34 

Hibadh 3-hydroxyisobutyraute dehydrogenase 0.026 -1.17 

Slmo2 Slowmo homolog 2 0.043 -1.17 

Eln Elastin 0.043 -1.2 

Zfp592 Zinc finger protein 592 0.043 -1.36 

Rab21 member RAS oncogene family 0.03 -1.45 

Prim1 DNA primase, p49 subunit 0.003 -1.69 

Cycs Cytochrome c, somatic 0.043 -1.75 

Atf6 Activating transcription factor 6 0.03 -2.71 

Pcna Proliferating cell nuclear antigen 0.043 -2.72 

Akap13 A kinases (PRKA) anchor protein 13  0.043 -2.8 

 

Table 1: Genes found to be increased or decreased in NSC-34 expressing SOD1
WT

 in 

presence of 1mM H2O2 during 3 hours. 
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3.3 Gene expression variation in the Ubiquitin/Ubiquitin-like pathways 

 Our analysis of microarray data pointed out an enrichment of genes of the 

Ubiquitin (Ub)/Ub-like pathways. This was encouraging, given the presence of ubiquitinated 

aggregates as major pathological features in motor neurons in ALS patients, and data 

supporting a role for the ubiquitin and the SUMO (Small Ubiquitin Modifier) ubiquitin-like 

pathways in ALS (Bendotti et al., 2012; Dangoumau et al., 2013). To accurately identify all 

differentially expressed genes of these pathways in the microarray data, we first created a list 

of all genes known to be implicated in these pathways to date using the databases KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Ensembl, DUDEdb) and the literature (such as 

Michelle et al., 2009). We generated a list of 729 genes, with a majority of E1 activating 

enzymes, E2 conjugating enzymes, E3 ligases and peptidases. Using this list we reanalyzed 

the microarray data and identified 26 genes of the Ub/Ub-like pathways differentially 

expressed (p<0.05) in NSC-34 exposed to stress vs. cultured in normal condition. These genes 

are presented in Table 2 according to their enzymatic function. We found an increased 

expression of 11 genes, such as E2 Ube2r2 and Ube2c, and E3 Fancl, Uhrf2 and Rnf121 for 

example. We observed a decreased expression of 15 genes, such as E2 Ube2d1, E3 Trim9 and 

Rnf31, and SUMO1/sentrin specific peptidase 1 (SENP1), for example 
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Gene symbol Gene name p value 
Fold 

change 

E2 conjugating enzymes 

  Ube2r2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2R2 0.0445 1.17 

Ube2d2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2D2 0.0267 1.3 

Ube2e1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2E1 0.0486 1.37 

Ube2c Ubiquitin-conjugating enzyme E2C 0.0492 1.39 

Ube2d1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2D1 0.0445 -1.87 

    E3 ligases 

   E3 ligases with multipled subunits with RING domain 

  subunits with RING domain 

  Rbx1 Ring-box 1 0.0267 1.35 

Subunits (adaptators) 

  Fbxo42 F-box protein 42 0.0267 -1,26 

Fbxo46 F-box protein 46 0.027 -1.54 

Ccnf Cyclin F 0.0267 -2.44 

Btbd9 BTB (POZ) domain containing 9 0.0267 -1.78 

Rhobtb2 Rho-related BTB domain containing 2 0.0267 -1.48 

Zbtb32 Zinc finger and BTB domain containing 32 0.027 1.41 

Klhl21 Kelch-like 21 (Drosophila) 0.0486 -1.33 

Klhl29 Kelch-like 29 (Drosophila) 0.0406 -1.61 

Spsb4 SplA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 4 0.0445 -1.92 

Lrr1 Leucine rich repeat protein 1 0.0445 1.16 

Cdc16 CDC16 cell division cycle 16 homolog (S. cerevisiae) 0.0445 1.3 

Other E3 ligases 

   Trim9 Tripartite motif-containing 9 0.0486 -2.27 

Uhrf2 Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 2 0.0267 1.49 

Sh3rf1 SH3 domain containing ring finger 1 0.0492 -1.95 

Rnf31 Ring finger protein 31 0.0267 -1.17 

Fancl Fanconi anemia, complementation group L 0.0267 1.46 

Rnf121 Ring finger protein 121 0.0445 1.35 

    Others  

   Senp1 SUMO1/sentrin specific peptidase 1 0.0318 -1.34 

Usp44 Ubiquitin specific peptidase 44 0.0267 -2.25 

Usp36 Ubiquitin specific peptidase 36 0.0445 -1.7 

 

 

Table 2: Genes pathways of family of ubiquitin differentially expressed (p-value <0.05) in a 

condition of oxidative stress ( 1mM H2O2, 3 hours) compared to a control condition in NSC-

34 cells expressing SOD1
WT

. 
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3.4 Combined effect oxidative stress and mutant SOD1
A4V

   

 To increase our understanding of the molecular mechanisms of motor neuron injury in 

ALS, we next investigated changes in gene expression of the Ub/Ub-like pathways induced 

by a combined action of oxidative stress and SOD1 mutation. We first selected 6 out of the 26 

genes of these pathways identified by the microarray analysis, based on knowledge in the 

literature: participation in stress responses and in other mechanisms implicated in 

neurodegenerative diseases, such as ER stress response, apoptosis or mitophagy for example. 

These genes were Ube2e1, Ube2d2, Trim9, Uhrf2, Rbx1 and Senp1. We also reanalyzed our 

microarray data searching for genes of the Ub/Ub-like pathways close to significance in a 

context of oxidative stress (0.05 ≤p< 0.06), and that may reach significance by combining 

environmental and genetic factors. We selected 5 genes in this list, based on knowledge in the 

literature: Ube3b, Birc3, Xaf1, Kdm2b and Siah2.  

 These 11 genes of the Ub/Ub-like pathways were analyzed by RT-qPCR in culture of 

NSC-34 exposed to 1mM H202 for 3 hours and expressing the protein SOD1
WT

-GFP or the 

ALS-related mutant SOD1
A4V

-GFP. At time of exposition to oxidative stress, NSC-34 

expressing SOD1
A4V

 for 48 hours showed GFP positive aggregates in the cytoplasm (Figure 

2B, 2C). We used four independent cultures to assess differential expression by RT-qPCR. A 

combined effect of the ALS-related environmental factor, oxidative stress, and an ALS-

related genetic factor, SOD1 mutant, affected the expression of 6 out of the 11 genes selected 

in the Ub/Ub-like pathways (Figure 2A). NSC-34
 
expressing SOD1

A4V
 showed a significant 

increased expression of the E2 Ube2d2, the E3 Rbx1, Uhrf2, Kdm2b, and the peptidase 

Senp1. In contrast the expression of the X-linked IAP (XIAP)-associated factor 1 (Xaf1) was 

significantly reduced when NSC-34 expressed SOD1
A4V 

vs. SOD1
WT

. 
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Figure 2: (A) qPCR relative mRNA expression of UBE2D2, UBE2E1, RBX1, UHRF2, 

TRIM9, BIRC3, XAF1, KDM2b, SIAH2, UBE3B and SENP1 in NSC-34 cells expressing 

SOD1
WT

or SOD1
A4V 

in presence of 1mM of H2O2 during 3 hours. (B) Western blotting of 

SOD1-GFP proteins in NSC-34 cells expressing SOD1
WT

-GFP, SOD1
A4V

-GFP, SOD1
V31A

-

GFP and SOD1
G93C

-GFP using antibodies against GFP or GAPDH. (C) Confocal miscrocopy 

analysis SOD1
WT

–GFP or SOD1
mutant

-GFP in NSC-34 showing aggregates (48 hours post-

transfection). Scale bar: 30 µm. (D) qPCR relative mRNA expression of UHRF2 in NSC-34 

cells expressing SOD1
WT

, SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 and SOD1
G93C 

in absence or presence of 1mM 

of H2O2 during 3 hours. 
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3.5. E3 Uhrf2 expression is affected by various SOD1 mutants 

 To begin to examine the function of these differentially expressed genes of the 

Ub/Ub-like pathway in motor neuron degeneration, we analyzed the consequence of an 

expression of various SOD1 mutants on one of them, the E3 ligase Ubiquitin-like with PHD 

and Ring Finger domains 2 (Uhrf2), also known as Np95/ICBP90-like RING finger (NIRF).  

We chose Uhrf2 because it is expressed in the central nervous system; it is one of the rare E3 

enzymes showing both an ubiquitin and SUMO ligase activity (Mori et al., 2004; Oh and 

Chung, 2013); it is implicated in apoptosis; and it has three known substrates, Huntingtin and 

ZNF131 (Zinc finger protein 131) highly expressed in the central nervous system, and PCPN 

(PEST proteolytic signal containing nuclear protein).  

 We first analyzed the effect of various SOD1 mutations on Uhrf2 gene expression. 

The three mutants tested, SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 and SOD1
G93C

 expressed in NSC-34 induced 

the formation of aggregates (Figure 2B,C) and a similar downregulation of Uhrf2 gene 

expression compared to wild type SOD1 (Figure 2D). Immunocytochemical analysis showed 

that Uhrf2 protein was mainly nuclear in NSC-34 cells (Figure 3A), and did not co-localize 

with SOD1
G93C

-GFP positive aggregates in presence or absence of oxidative stress (Figure 

3B, supplementary figure 1A,B). To get insight into the role of Uhrf2, we examined the effect 

of siRNA-mediated silencing of Uhrf2 expression in NSC-34 cells expressing SOD1
G93C

-GFP 

for 24 hours and exposed to oxidative stress for 3 hours (1mH2O2). As shown in Figure 3C, 

the siRNA reduced the expression of Uhrf2 mRNA by 33.3%. A previous study reported that 

the pro-apoptotic gene Siva is bound at its promoter by Uhrf2 in the U2OS osteosarcoma cell 

line (Lu and Hallstrom, 2013). SiRNA-mediated reduction of Uhrf2 expression in NSC-34 

cells resulted in a significant 37.6% decrease of Siva gene expression (Figure 3D). These data 

suggest that the increase of Uhrf2 expression induced by the combined effect of mutant SOD1 

and oxidative stress could result in modifications in apoptotic pathways. This was not 

associated with a modification in number of cells containing SOD1-GFP positive aggregates 

(Figure 3E).   
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Figure 3: (A) Immunocytochemical visualization of UHRF2 in NSC34 cells. (B) Absence of 

co-localization of SOD1
G93C

-GFP proteins with UHRF2 in aggregates confocal miscrocopy 

analysis. Scale bar: 10 µm. (C) qPCR relative mRNA expression of UHRF2 in NSC-34 cells 

co-expressing SOD1
G93C 

and SiRNA Uhrf2 or SiRNA control
 
in presence of 1mM of H2O2 

during 3 hours. (D) qPCR relative mRNA expression of SIVA in NSC-34 cells co-expressing 

SOD1
G93C 

and SiRNA Uhrf2 or SiRNA control
 
in presence of 1mM of H2O2 during 3 hours. 

(E) Percentage of GFP-positive cells with aggregates in NSC-34 cells co-expressing 

SOD1
G93C 

and SiRNA Uhrf2 or SiRNA control. 
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4. DISCUSSION 

The present study was designed to analyze gene expression variations that accompany 

the exposition of a motor neuronal cell culture to oxidative stress and mutants SOD1. We 

examined by microarray and RT-qPCR the effects of oxidative stress and mutants SOD1 on 

NSC-34 cells, the most stable motor neuron cell line model. NSC-34 exhibits many motor 

neuron characteristics without addition of inducing agents (Cashman et al., 1992; Durham et 

al., 1993). It consists in a model of interest to investigate the mechanisms of motor neuron 

degeneration in ALS associated with SOD1 mutations because NSC-34 can be easily 

transfected and are not contaminated by astrocytes or other glial cells responsible for dilution 

effects in microarray studies. Although glial cells, and particularly astrocytes, are implicated 

in ALS pathogenesis, it has been shown that mutant SOD1 does not increased the toxicity of 

oxidative stress in glial cells (Williams et al., 2001). 

Using this in vitro model, we first investigated by microarray changes in global gene 

expression in NSC-34 exposed to oxidative stress. Interestingly we observed in our list of 

differentially expressed genes (360 probes) an enrichment of genes of the Ubiquitin (Ub)/Ub-

like pathways. Trim9 was one of the genes of these pathways showing an important decrease 

in expression when motor neuronal cells were exposed to oxidative stress. Interestingly this 

brain-specific E3 ubiquitin ligase Trim 9 is repressed in affected brain areas of Lewy body 

disease (Tanji et al., 2010). Interestingly, we observed that the expression of Ube2d2 (also 

known as UbcH5d), the E2 conjugating enzyme collaborating with the E3 Trim9, was also 

affected when NSC-34 were exposed to oxidative stress. The only function known to date for 

Trim9 is a ligase activity promoting SNARE-mediated vesicle fusion and axon branching 

(Winkle et al., 2014).  

On the contrary, Rbx1 gene was one of the genes showing the highest increase in 

expression with oxidative stress. It encodes the Ring-box protein, a member of the SCF 

ubiquitin ligase complex controlling the degradation of the transcription factor Nuclear factor 

like 2 (Nrf2) in cells in basal conditions. In response to oxidative stress, Nrf2 translocates to 

the nucleus, controls the expression of a list of genes that encode detoxifying enzymes, anti-

apoptotic proteins, and proteasomal proteins, and then is exported outside the nucleus for 

degradation (Kaspar et al., 2009). It is interesting to note that a previous study, which 

analyzed the gene expression profile of NSC-34 cells expressing SOD1
G93A

, reported 

modification of expression of a group of genes with an antioxidant response element in their 
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promoter which would be activated by Nrf2 (Kirby et al., 2005). We also observed in NSC-34 

cells exposed to oxidative stress an increase of expression of Ub2r2 and Fancl, 2 genes of the 

Ub pathway implicated in the Wnt/β-catenin pathway. Accumulating evidence indicated that 

dysregulation of Wnt/β-catenin signaling is associated with neurodegenerative disorders. A 

recent study showed that NSC-34 expressing mutated SOD1 show modifications of 

transcriptional activity associated with the Wnt/β-catenin pathway (Pinto et al., 2013). 

We next focused on 11 genes out of the 729 genes of the Ub/SUMO pathways. To get 

insight into a combined effect of oxidative stress and mutant SOD1, we expressed SOD1
A4V

 

in NSC-34 cells and then exposed these cells to 1mM H2O2 for 3 hours. We observed a 

combined effect for 6 genes (one E2 enzyme, four E3 enzymes and one peptidase SENP, such 

as the ubiquitin-E2 Ube2d2 and the SUMO-peptidase Senp1, which regulate the transcription 

factor p53, and consequently can be linked to p53-mediated apoptosis (Peuget et al., 2014; 

Saville et al., 2004). Several studies indicated that apoptosis plays a role in motor neuron 

degeneration (Cookson et al., 2002; Sathasivam et al., 2001). In contrast to previous studies 

on spinal cord or primary cortical neurons from transgenic mice SOD1
G93A

, we did not 

observed in our in vitro model NSC-34 an increase of expression of Ube2i, the unique E2 

enzyme of the SUMO pathway (Boutahar et al., 2011; de Oliveira et al., 2013). This increase 

of expression of Ube2i could result from changes in astrocytes present in these two models, 

and not in motor neurons. Glial cells are absent in cultures of NSC-34 motor neuronal cells 

(de Oliveira et al., 2013).  

Another interesting change in gene expression observed in our model combining 

oxidative stress and SOD1
A4V

 was the increase in Uhrf2 expression. Uhrf2, also called Nirf 

(Np95/ICBP90-like RING finger), encodes the Ubiquitin-like with PHD and Ring Finger 

domains 2 expressed in human brain (Mori et al., 2002). A recent study showed that UHRF2 

is required for the pro-apoptotic activity of E2F1 as well as for the transcription of several 

genes encoding regulators of apoptosis (Lu and Hallstrom, 2013). UHRF2 is an ubiquitin-E3 

ligase for several target proteins. It ubiquitinates the protein PCNP (PEST-containing nuclear 

protein) of unknown function (Mori et al., 2004), and the protein huntingtin encoded by HTT 

involved in the neurodegenerative Huntington’s disease (Iwata et al., 2009). Interestingly, a 

recent study showed that UHRF2 is also a SUMO-E3 ligase implicated in the SUMOylation 

of the transcription factor ZNF131 (Zinc Finger protein 131) highly expressed in the central 

nervous system (Oh and Chung, 2013; Trappe et al., 2002). ZNF131 is involved in the 

estrogen receptor pathway, whose activation could have neuroprotective effect on motor 
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neurons (Das et al., 2011). We showed that siRNA mediated against UHRF2 expression 

reduced the expression of Siva, an apoptosis-selective p53 target gene implicated in cell death 

(Jacobs et al., 2007). 

In summary, gene expression profiling in our in vitro model of ALS has identified 

several modifications in the Ub/Ub-like pathways. To our knowledge, it is the first global 

gene expression study that has attempted to analyze changes of motor neuronal cells NSC-34 

combining an environmental oxidative stress and ALS-related mutations of SOD1 gene. We 

showed for particular genes of the Ub/SUMO pathways additive effects of the oxidative stress 

and SOD1 mutations. Our data support the idea that dysregulations in the Ub/SUMO 

pathways could affect several protective mechanisms and trigger cell death mechanisms 

responsible for motor neuron degeneration in ALS.  
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Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') 

Ube2d2 GTCACAATAATGGGGCCAAA CAACCTTAGGGGGTTTGAAG 

Ube2e1 GGTGGAGTATTCTTCCTTGACA CAAGCAAATAACTCCTTGGCTA 

Rbx1 GGCGATGGATGTGGATACC TCCTGCAGATGGCACAGTTA 

Uhrf2 TCCCTGGTATTCCTGTTGGA TCCAGCCAGGACAAGAGAAT 

Trim9 GGAGCATGAACACAAGCTGA CACTGGGGTCGTTCTCCTTA 

Birc3 AAGGCCAAGAATTTGTCAGC TGCGTCTGCATTCTCATCTT 

Xaf1 AAACCCGTTGTGATCTTTGC ATGCAAGGGTTGAAGGAATG 

kdm2b AGAAGCCCCAAGAGCTGAGT TGAGACTGGATCTCCACCAA 

Siah2 TCAGGAACCTGGCTATGGAG TGCTCTGGTTTCTCTGTATGG 

Ube3b CCGGAACATGGTTATCAAGG AGCTGTTCGTAGCCGTCCT 

Senp1 AAAAGCCACCAGCTGACTGA GGACTTCATCCTGGTTACCG 

Actin  TTGCTGACAGGATGCAGAAG  TGATCCACATCTGCTGGAAG  

Gapdh  CTGCACCACCAACTGCTTAG  GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT  

Supplementary table 1: Primers used for qPCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 1: (A) Localization of UHRF2 protein in NSC-34 cells expressing 

SOD1
WT

 (a-b) or SOD1
G93C

 (c-d) in absence (a-c) or presence (b-d) of 1mM of H2O2 during 3 

hours. Scale bar: 50 µm (B) Control goat IgG of UHRF2 antibody. Scale bar: 50 µm 
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III. Rôle de la SUMOylation dans la SLA associée à des mutations du 

gène SOD1  

 

Reduction in SOD1 mutant aggregation in motor neuronal cells by preventing its 

posttranslational SUMOylation on lysine 75 

A. Dangoumau et al., soumis  

 

20% des cas de SLA familiale sont dûs à des mutations du gène SOD1 codant la 

protéine superoxide dismutase 1. Ces mutations sont associées à la formation d’agrégats 

positifs pour SOD1 qui seraient toxiques pour la cellule. Le mécanisme de formation des 

agrégats reste mal compris. Les modifications post-traductionnelles des protéines comme 

l’ubiquitinylation et la SUMOylation pourraient être impliqués dans ce processus. Plusieurs 

études ont montré que les agrégats étaient positifs pour l’ubiquitine et nous avons montré 

qu’ils l’étaient également pour SUMO1 (Dangoumau et al., 2013) 

Deux études récentes in vitro ont montré que la sur-expression de SUMO-1 ou -3 dans 

les cellules induisait une SUMOylation de la protéine SOD1 sauvage ou mutante, ceci 

favorisant la formation d’agrégats positifs pour SOD1 (Fei et al., 2006; Niikura et al., 2014). 

Ces deux études ont été réalisées dans des cellules non-neuronales, les lignées CHO et 

NIH3T3. Sachant que SOD1 est exprimé de manière ubiquiste et que les mutants SOD1 

affectent plus spécifiquement les motoneurones, il nous est apparu nécessaire de réaliser nos 

études dans un contexte motoneuronal. Nous avons choisi de travailler avec les cellules de la 

lignée motoneuronale NSC-34, hybride neuroblastome-motoneurones de la moelle épinière de 

souris.  

Par ailleurs, les deux études précédentes ont surexprimées SUMO-1 ou-3, or nos 

résultats préliminaires indiquaient que la concentration en SUMO-1 libre était au contraire 

réduite dans les cellules NSC-34 exprimant SOD1 mutée (Dangoumau et al, communication 

affichée, EMBO meeting, Italie, 2013). Nous avons donc choisi de travailler sur des cellules 

NSC-34 ne sur-exprimant pas de manière artificielle les protéines SUMO-1 ou-3.  

Nous avons tout d’abord confirmé que lorsque nous sur-exprimons différents mutants 

de SOD1 (SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 et SOD1
G93C

) dans les NSC-34, une diminution de la 

concentration cellulaire en protéine SUMO1-libre apparaît après 48 heures. Pour comprendre 
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cette diminution, nous avons étudié l’expression de plusieurs gènes de la voie de la 

SUMOylation dans des NSC-34 sur-exprimant SOD1 sauvage ou SOD1 sous une forme 

mutante décrite chez des patients SLA (SOD1
G93C

). Nous n’avons pas observé de variation 

d’expression de SUMO1, de l’unique E2 de la voie de la SUMOylation UBE2I, et des SENPs. 

Nous avons ensuite observé par microscopie confocale que les agrégats positifs pour mutée 

SOD1 (SOD1 liée à la protéine reporter Green Fluorescent protein, GFP) étaient également 

positifs pour SUMO1. La réduction de SUMO-1 libre dans les cellules pourrait donc être la 

conséquence de sa séquestration dans les agrégats sous une forme libre ou liée à des protéines 

comme SOD1 par exemple.  

Les observations en microscopie confocale montraient des agrégats cytoplasmiques 

pour les mutants SOD1
A4V

 et SOD1
G93C

, et également nucléaires pour SOD1
V31A

. En 

collaboration avec le Département des microscopies de la plateforme PPF ASB de 

l’Université François rabelais, nous avons voulu étudier plus en détails les agrégats 

cellulaires.  Grâce à la technique CLEM (correlative light emission microscopy), qui permet 

de superposer des images de microscopie confocale (fluorescence) et des images de 

microscopie électronique à transmission (MET), nous avons observé que ces agrégats positifs 

pour SOD1
mutée

-GFP n’avaient pas d’organisation particulière, n’étaient pas entourés de 

membrane, et n’étaient pas périnucléaires comme il avait été suggéré dans des travaux 

précédents.  

Nous avons ensuite cherché à savoir si la SUMOylation de SOD1 pouvait avoir un 

rôle dans la formation de ces agrégats dans les cellules motoneuronales NSC-34. Pour cela 

nous avons substiutué la lysine 75 (K75), lysine du site de SUMOylation de SOD1, par une 

arginine. Nous avons tout d’abord vérifié que ce changement de résidu n’était pas pathogène 

pour les NSC-34 à l’inverse de nombreuses autres substitutions caractérisées comme des 

mutations de SOD1 en cause dans la SLA. Les cellules exprimant SOD1
K75R

 ne présentaient 

pas d’agrégats et ne voyaient pas leur viabilité affectée. Après cette vérification, nous avons 

construit des doubles mutants portant la substitution K75R et des mutations identifiée dans 

des cas de SLA : SOD1
A4V-K75R

, SOD1
V31A-K75R 

et SOD1
G93C-K75R

. Lorsque nous avons fait 

exprimer ces doubles mutants sans site de SUMOylation par les NSC-34, nous avons observé 

une réduction très importante du nombre de cellules contenant des agrégats positifs pour 

SOD1, comparé à des cellules exprimant des mutants avec site de SUMOylation conservé. 

Ce travail supporte donc une participation de la voie de la SUMOylation, et en 

particulier de SUMO-1, dans la formation d’agrégats cytosoliques présents dans les 
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motoneurones dans la SLA causée par la mutation du gène SOD1. Il suggère également que 

des changements dans des voies de modifications post-traductionnelles, comme la voie de 

SUMO-1, pourraient peut-être permettre de réduire la formation d’agrégats considérés comme 

toxiques pour les motoneurones dans la SLA, et donc d’améliorer leur survie. Des études 

complémentaires seront donc nécessaires pour mieux identifier le rôle de la SUMOylation 

dans la formation de ces agrégats et pour en déduire de possibles avancées thérapeutiques. 
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Abstract 

 Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease 

characterized by a selective death of motor neurons. Mutations in the gene SOD1 encoding 

the superoxide dismutase 1 are present in 15% of familial ALS cases and in 2% of sporadic 

cases. These mutations are associated with the formation of SOD1 positive aggregates. The 

mechanisms of aggregation remain unknown, but post-translational modifications of SOD1 

may be involved. Here, we report that motor neuronal cells NSC-34 expressing SOD1 

mutants contained aggregates positive and for Small Ubiquitin MOdifier-1 (SUMO-1), and in 

parallel a reduced level of free-SUMO-1. CLEM analysis, combining Confocal Light and 

Electron Microscopy, showed non–organized cytosolic aggregates for all mutations tested 

(SOD1
A4V

, SOD1
V31A

, and SOD1
G93C

). We next show that preventing the SUMOylation of 

mutants SOD1 by substitution of lysine 75 in a SUMOylation site of SOD1 significantly 

reduces the number of motor neuronal cells with aggregates. These results support the need 

for further research the SUMOylation pathways, which may be a potential therapeutic target 

in ALS. 

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS, Superoxyde dismutase 1, SUMO, motor 

neurons 

 

1. Introduction 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease 

characterized by the death of motor neurons in the spinal cord and brain. It results in 

progressive paralysis of skeletal muscles and death within 2-5 years after the onset of 

symptoms. 15% of Familial ALS (FALS) cases are caused by inherited dominant mutations in 

SOD1 gene encoding the superoxide dismutase 1 (Andersen and Al-Chalabi, 2011; Deng et 

al., 1993; Rosen et al., 1993) and 2% in sporadic cases. SOD1 is a ubiquitously expressed 

homodimeric antioxidant enzyme that catalyzes the disproportionation of superoxide radicals 

(O2
.-
) to H2O2 and O2. The fact that SOD1-null mice did not develop motor neuron disease, 

but that mice over-expressing mutated forms of SOD1 became paralyzed supports a gain of 

toxic function for mutant SOD1 (Gurney et al., 1996; Reaume et al., 1996). How disease-

causing mutations disrupt SOD1 function(s) remains to be determined.  
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 Cytoplasmic aggregates containing mutants SOD1 are a pathological hallmark of 

FALS (Bruijn et al., 1998). Mutants SOD1 expressed in transgenic mice and in culture cells 

are associated with the formation of such protein aggregates (Son et al., 2003; Watanabe et 

al., 2001). In vitro studies showed that SOD1 mutants share a reduced conformational 

stability that supports the formation of insoluble aggregates in cells (Zhang and Zhu, 2006).  

Based on these observations, it was proposed to include ALS in the group of protein 

conformational disorders, similarly to Alzheimer’s, Parkinson’s and Huntington’s diseases 

(Taylor et al., 2002). This concept proposes that particular mutant proteins can fold into 

unstable conformation, resulting in their aggregation in cells, leading to stress and possible 

cell death. Posttranslational modifications of proteins can modulate their conformation, and 

particular mutations in the protein affecting the level of these modifications can affect their 

stabilization.  

SUMO modification is the covalent attachment of SUMO proteins to specific lysine 

residues within a target protein. This posttranslational modification can affect the subcellular 

localization of a protein, its interaction with other proteins, or its stability for example 

(Gareau and Lima, 2010). The SUMOylation pathway involves several enzymes: a single E1 

activating enzyme (SAE1/SAE2), a single E2 conjugating enzyme (UBE2I) and several E3 

ligases. SENPs proteases cleave  SUMO moieties from target proteins.   

Several observations support a role for the SUMOylation pathways in ALS 

pathogenesis (For review; Dangoumau et al., 2013). In vitro studies indicated that the over-

expression of SUMO-1 or SUMO-3 in cells result in SUMO modifications of wild type or 

mutants human SOD1, increasing SOD1-positive aggregates (Fei et al., 2006; Niikura et al., 

2014). These studies on aggregates formation were performed in the Human embryonic 

kidney cell line HEK293 and in the Chinese Hamster Ovary cell line CHO. The fact that 

SOD1 is ubiquitously expressed and that mutants SOD1 affect mainly motor neuron survival 

indicates that studies have to be performed in motor neuronal contexts. In these precedent 

studies SUMO was over-expressed in non-neuronal cells to study protein aggregation (Fei et 

al., 2006; Niikura et al., 2014). Our preliminary observations indicated a reduction in free 

SUMO-1 level, not an increase, in NSC-34 cells expressing the mutant SOD1
G93C

 

(Dangoumau et al, personal communication, EMBO meeting 2013).    

Here, we first showed that mutants SOD1
G93C

 and SOD1
V31A

 are indeed associated with a 

reduction of free SUMO-1 in the motor neuronal cell line NSC-34. This reduction was not 
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associated with variation in the expression of the SUMO-1 gene or in genes encoding 

enzymes of the SUMOylation pathway. This decrease was parallel to an increase in cells 

containing aggregates positive for mutant SOD1 and SUMO-1, that we analyzed by 

Correlative light and electron microscopy (CLEM). We next reported for the first time that 

blocking SUMO modification of mutants SOD1
 
at lysine 75 by amino acid substitution was 

associated with a decrease in aggregates formation in motor neuronal cells. Taken together, 

these results provide a rational to pursue studies on the role the SUMOylation pathway in 

mechanisms leading to motor neuronal degeneration in ALS, and to study this pathway as a 

potential novel therapeutical target in ALS. 

2. Materials en methods 

2.1 Expression vectors  

 Full-length human SOD1 cDNA was obtained using reverse transcription polymerase 

chain reaction on total RNA from leukocytes of a control individual. Mutants of SOD1 were 

generated by Site-Directed Mutagenesis before insertion in pcDNA6.2/C-EmGFP-Gw/TOPO 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Plasmids were amplified in TOP10 Escherichia coli 

bacteria, purified, and sequenced.  

2.2 Cell cultures and transfection 

 NSC-34 cells were cultured at 37°C in a 5% CO2 incubator in DMEM containing 4.5 

g/L glucose, 0.58 g/L L-glutamine and 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 

µg/mL streptomycin (Gibco®). 24h after plating NSC-34 cells on poly-D-lysine coated 

surface (25 µg/mL) transfections were conducted with Lipofectamine 2000 according to 

manufacturer’s instructions (Invitrogen
TM

). 

2.3 Western blot analysis 

 NSC-34 cells were lysed in RIPA buffer with protease inhibitors (Halt protease 

Inhibitor cocktail, Thermo scientific). 30 µg of proteins were separated by SDS-PAGE in a 4-

15% polyacrylamide gel and transferred to a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane. 

Membrane was treated with 5% of milk in Tris buffer saline containing 0.1% tween-20, 

before incubation with a polyclonal goat anti-GFP antibody (sc-5385, 1/200 Santa Cruz 

Biotechnology® Inc.), a polyclonal rabbit anti-SUMO1 antibody (sc-9060, 1/200 Santa Cruz 
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Biotechnology® Inc.), or a polyclonal goat anti-UBE2I (sc-5231, 1/200 Santa Cruz 

Biotechnology® Inc.) overnight at 4°C. Horseradish peroxydase-conjugated rabbit anti-goat 

antibody (81-1620, 1/2500, Zymed) or donkey anti-rabbit antibody (W401B, 1/2500, 

Promega, Charbonnières, France) were used as secondary antibody before chemiluminescence 

analysis using ECL (Pierce-Thermo Fischer Scientific Inc., Rockford, IL) and quantification 

by QuantityOne software (BioRad). GAPDH expression was used for normalization using 

polyclonal goat anti-GAPDH antibody (sc-48166, 1/250, Santa Cruz Biotechnology Inc.) and 

secondary donkey anti-goat antibody (V8051, 1/2500, Promega). 

2.4 Cell viability assay 

 For the trypan blue assay, 48h post-transfection the cells were centrifuged for 5 min at 

2500g and resuspended in DMEM, before addition of one volume of Trypan blue (0.4% w/v) 

(Molecular Probes-Invitrogen, Carlsbad, CA). Living and dead cells were accurately counted 

by a Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, Carlsbad, CA). 

 For the Cell Couting Kit-8 (CCK-8, Dojindo Laboratories), transfections were 

conducted 24h after plating NSC-34 cells in 96 well plate treated by poly-D-lysine (5000 cells 

by well). Forty-eight hours post-transfection, 10 µL of the CCK-8 solution was added to each 

well of the plates. After incubation of the plate for 3 hours at 37°C, the absorbance at 450 nm 

was measured in a microplate reader. 

2.5 Immunocytochemical analysis 

 Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich®) in Phosphate Buffer 

Saline (PBS) for 45 min at room temperature (RT). After 1h at RT in 1% bovine serum 

albumin, 5% horse serum and 0.2% triton X-100 in PBS, cells were incubated over night at 

4°C with rabbit polyclonal antibody  against SUMO1 (FL-101, sc-9060, Santa-Cruz 

Biotechnology). This was followed by an incubation of 1h at RT with Fluoprobes 594 

Donkey antibody against rabbit IgG (Interchim FP-SD5110). Preparations were mounted with 

Prolong Gold Antifade (Invitrogen
TM

) and observed under AMG Evos F1 microscope or 

Olympus Fluoview 500 confocal laser scanning microscope. 

2.6 Correlative light and electron microscopy 

 Transfections were conducted 24h after plating NSC-34 cells on poly-D-lysine treated 

Circle Gridded Coverslip (EMS Diasum, Hatfield, PA). Forty-eight hours after transfection, 
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intracellular fluorescent clusters were searched and acquired at 37°C, 5% CO2 with an 

Olympus FV500 confocal laser scanning microscope (Tokyo, Japan). Whole coverslips were 

fixed by incubation for 24 h in 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich®)), 1% glutaraldehyde 

(EMS Diasum) in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2). Samples were washed in PBS and post-

fixed by incubation with 2% osmium tetroxide (EMS Diasum) for 1 h. Samples were then 

fully dehydrated in a graded series of ethanol and pure propylene oxide solutions (Sigma-

Aldrich®). Impregnation occurred by placing the coverslips in a mixture of propylene oxide/ 

Epon Resin (Sigma-Aldrich®) and then overnight in pure resin. Samples were embedded at 

the surface of a plastic cap using Epon resin which was allowed to polymerize for 48 hours at 

60°C. Glass coverslips were removed by heat shock using liquid nitrogen. Cells of interest 

were retrieved under Nikon Eclipse 80i (Tokyo, Japan) equipped with a DS-Vi1 camera. 

Blocks were cut with a hard knife and ultra-thin sections (90 nm) were obtained with a Leica 

EM UC7 ultramicrotome (Wetzlar, Germany). Sections were deposited on formvar/carbon-

coated nickel grids and stained with 5% uranyl acetate, 5% lead citrate. Observations were 

done with a JEOL 1011 transmission electron microscope. 

2.7 RT-qPCR analysis 

 Total RNAs were extracted from NSC-34 cells at 6, 24 and 48 hours after transfection 

with plasmid constructs (SOD1
WT

 or SOD1
G93C

). RNA samples were treated with RNase-free 

DNase I (Invitrogen). cDNA were synthesized using the SuperScript™II RT kit (Invitrogen). 

qPCR was performed using 50 ng cDNA as template with SsoAdvanced™ SYBR® Green 

Supermix (BioRad) reagent. Samples from four biological replicates were analyzed in 

duplicate in a LightCycler480 (Roche). Quantifications were carried out by the 2
-∆∆Cp

 method. 

Normalized ratios were obtained for each target gene using the LC480 software, qPCR 

efficiencies were considered, beta-actin and Gapdh were used for normalization.  

2.8 Quantification of fluorescence intensity by flow cytometry and of cells with SOD1 

aggregates 

The fluorescence intensities in SOD1-GFP expressing cells were quantified using flow 

cytometry. Forty-eight hours after transfection, cells were collected, washed three times with 

ice-cold PBS and subjected to flow cytometry (Beckman Coulter). The excitation wavelength 

of the laser was 488 nm and the fluorescence signal was recorded after passing a 525 nm 
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bandpass filter. Only cells with green fluorescence were counted and the average fluorescence 

intensity per cells was measured.  

Forty-eight hours after transfection of NSC-34, cells were observed under AMG Evos 

F1 microscope. One hundred cells were counted in fields selected at random from different 

quadrants of the culture well. The assay was carried out in four experiments. 

2.9 Modeling of SOD1 Mutant 

 The 3D structure of SOD1 protein (PDB 2C9V) has been determined by x-ray 

crystallography (Lamb et al.; 1999). We used the coordinates of this structure to model the 

mutant forms of SOD1 protein with SWISSMODEL, (http://swissmodel.expasy.org.) a 

structure homology-modeling server (Arnold et al., 2006). Ribbon representations of the wild-

type and mutant forms of SOD1 proteins were obtained using the molecular graphics tool 

PyMOL v1.3 (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrödinger, LLC). 

2.10 Statistical Analysis 

 Data are presented as mean ± standard errors of the mean (SEM) of four independent 

experiments. Statistical analysis was performed using the non-parametric Mann-Whitney or 

Kruskall-Wallis tests. 

3. Results 

3.1. Mutants SOD1 decrease free SUMO-1 concentration in NSC-34 cells. 

 We used the motor neuronal cell line NSC-34 to study the role of SUMOylation in 

ALS. We analyzed two ALS-related mutants of SOD1, the protein mutated in position G93 

extensively studied and the recently described SOD1
V31A

 mutant (Dangoumau et al., 2014). 

The over-expression of both SOD1
G93C

 and SOD1
V31A

 in NSC-34 reduced by about 50% the 

concentration in free SUMO-1 in cells compared to SOD1
WT

 (Figure 1A). No variation was 

observed for the unique E2 enzyme of the SUMO pathway, UBE2I (Figure 1B). To assess the 

toxicity of mutants SOD1, NSC-34 expressing SOD1
WT

 or SOD1
G93C

 were subjected to cell 

viability analysis (Figure 1C). No significant difference was observed 48 hours post-

transfection, in accordance with previous results (Zhang and Zhu, 2006). 
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 Many studies supported a role for oxidative stress in motor neuron degeneration. The 

association of SOD1
G93C

 expression and exposure to oxidative stress for 3 hours (1 mM H2O2) 

induced a significant decrease (30%) in cell viability compared to SOD1
WT

 (Figure 1C).  

Similarly to the normal condition of cell culture, we observed a decrease in free SUMO-1 

level without variation in UBE2I in motor neuronal cells expressing SOD1
G93C

 exposed to 

oxidative stress (data no shown). These data indicated the necessity for studying the 

SUMOylation pathway in a motor neuronal context without artificial over-expression of 

SUMO-1 and/or UBE2I.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Western blotting of NSC-34 cells transfected with SOD1
WT

, SOD1
G93C

 and SOD1
V31A

 using 

antibodies against (A)SUMO1 and GAPDH (B) UBE2I and GAPDH (C) Cell viability of NSC-34 

cells expressing SOD1
WT 

or SOD1
G93C

 in absence or presence of 1mM H2O2 for 3 hours. 
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3.2. Reduction in free SUMO-1 concentration is parallel to the formation of mutant 

SOD1-GFP positive aggregates containing SUMO-1 

 Reduction in free SUMO-1 concentration in NSC-34 cells expressing mutants SOD1 

could have different origins. Previous studies indicated that the expression of ALS-related 

mutants SOD1 leads to modifications in gene expression in cells (Boutahar et al., 2011; Kirby 

et al., 2005). We first showed that SOD1
G93C

 did not modify the expression of SUMO-1 gene 

(Figure 2A). Moreover it did not affect the gene expression of UBE2I and of several SENPs 

implicated in the recycling of SUMO linked to target proteins (Figure 2A; Supplementary 

figure 1). These results suggested that the observed decrease in free SUMO-1 in NSC-34 

expressing mutants SOD1 did not result from modifications in its synthesis, utilization or 

recycling. 

 We next assessed whether or not SUMO-1 could be sequestered in formations such as 

aggregates. Indeed studies showed that several ALS-related mutants of SOD1 form 

aggregates (Bruijn et al., 1998; Sau et al., 2007). NSC-34 cells expressing SOD1
WT

 or 

SOD1
G93C

 were analyzed by flow cytometry and confocal microscopy. These SOD1 proteins 

were linked by their C-terminal amino acid to the reporter green fluorescent protein GFP. 

Previous analysis showed that SOD1
WT

 protein linked to GFP in C-term is fold properly in 

living cells (Zhang and Zhu, 2006). The intensity of GFP depends of its correct folding, and 

the misfolding of a protein linked to GFP affects the fluorescence of the GFP (Pédelacq et al., 

2002; Waldo et al., 1999). Using flow cytometry we analyzed the fluorescence intensity in 

cells expressing SOD1
WT

-GFP or SOD1
G93C

-GFP proteins for 48 hours. A reduction by 48% 

in fluorescence intensity was observed in cells expressing SOD1
G93C 

in comparison to 

SOD1
WT

, certainly due to altered misfolding of SOD1 when mutated (Figure 2B).  

 NSC-34 transfected cells were also analyzed by confocal microscopy. In control 

cultures SOD1
WT

-GFP and SUMO-1 were expressed in the cytosol and the nucleus 

(supplementary figure 2). No aggregate was visible. In cultures expressing mutant SOD1, 

NSC-34 cells contained SOD1
G93C

-GFP positive aggregates in the cytosol. 

Immunocytochemistry analysis indicated a co-localization of SOD1
G93C

-GFP and SUMO-1 in 

these aggregates (Figure 2C). Thus, the decrease in free SUMO-1 level in NSC-34 expressing 

mutant SOD1 might be a consequence of SUMO-1 sequestration in aggregates. 
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Figure 2: (A) mRNA expression of SUMO1, UBE2I and SENPs genes in NSC-34 cells expressing 

SOD1
WT 

or SOD1
G93C

 (RT-qPCR). (B) Flow cytometry quantification of GFP intensities in NSC-34 

cells expressing SOD1
WT

-GFP
 
or SOD1

G93C
-GFP. *p<0.05, non-parametric Mann-Withney test. (C) 

Co-localization of SOD1
G93C

-GFP with SUMO1 in aggregates observed by confocal miscrocopy. 

Scale bar: 10 µm. 
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3.3. SOD1
mutant

-GFP containing aggregates are as non-organized cytosolic formations. 

 SOD1
G93C

-GFP containing aggregates were present in the cytoplasm of motor 

neuronal cells NSC-34, but not in the nucleus (Figure 3B). We studied two other ALS-related 

mutants of SOD1, SOD1
A4V

 and SOD1
V31A

, associated with a rapid and a slow progression of 

ALS respectively (Broom et al., 2006; Dangoumau et al., 2014). We first analyzed a possible 

structural modification of mutated SOD1 proteins by using the modelling server Swiss-Model 

(Figure 3A). The A4 and V31 residues are located in β-strands of the β-barrel of SOD1, the 

G93 residue in a turn of the β-barrel. All these amino acids are at distance from the catalytic 

center (region containing Cu
2+

 and Zn
2+

). Residues G93 and V31 are at distance from the 

region of dimerization of SOD1, but A4 is inside this region. When the mutations A4V, V31A 

and G93C were introduced into the model we did not detected important structural variations. 

All these mutants expressed in NSC-34 cells were present in cytosolic aggregates, except 

SOD1
V31A

-GFP that was also present in nuclear aggregates (Figure 3B). 

To better analyze the sub-cellular localization of the aggregates Correlative light and 

electron microscopy (CLEM) was used. CLEM enables the superposition of confocal 

microscopy images and transmission electronic microscopy images. NSC-34 cells expressing 

SOD1
G93C

-GFP (Figure 3C) and SOD1
A4V

-GFP (supplementary figure 3) were analyzed. The 

GFP-positive aggregates appeared randomly localized in the cytosol. They were not 

surrounded by a membrane, and were not localized in structure such as mitochondria or other 

cytoplasmic organites. Thus, aggregates containing SOD1
mutant

s-GFP appeared as non-

organized cytosolic formations. 
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Figure 3: (A) Three-dimensional structure of SOD1
WT

 protein with K75 residue in green. 3D models 

of SOD1
A4V

, SOD1
V31A 

and SOD1
G93C

 with mutations indicated by arrows. (B) Confocal microscopy 

analysis SOD1
WT

-GFP or SOD1
mutants

-GFP in NSC-34 showing aggregates 48 hours post-transfection. 

Scale bar: 30 µm. (C) Correlative light and electron microscopy (CLEM) analysis of a NSC-34 cell 

expressing SOD1
G93C

-GFP. Two magnifications are presented (a-c; d). Box in (c) shows the region 

presented in (d). 
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3.4. Absence of the K75 SUMOylation site in mutants SOD1 decreases aggregation 

The lysine 75 of the predicted site of SUMOylation PKDE localized at the external 

surface of SOD1 was shown to be SUMOylated in HEK293 cells (Fei et al., 2006) (Figure 

4A). We noted that this residue is not yet reported mutated in ALS patients (ALSoD 

http://alsod.iop.kcl.ac.uk/). To investigate the role of K75 SUMOylation, we substituted this 

lysine residue with an arginine (Figure 4B-D). NSC-34 cells expressing SOD1
K75R

 did not 

contain aggregate 48 hours after transfection. Moreover cell viability was not affected (Figure 

4E), suggesting that this mutation was not pathogenic.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: (A) 3D structure of the SOD1
WT

 protein with K75 (green), and SOD1
R75

 with R75 (green). 

Cu
2+

 (red) and Zn
2+

 (blue) are indicated by spheres. (B) Western blotting of NSC-34 cells expressing 

SOD1
WT

-GFP or SOD1
K75R

-GFP using an antibody against GFP. (C) Confocal microscopy analysis of 

NSC-34 cells expressing SOD1
WT-

GFP or SOD1
K75R-

GFP, 48 hours post-transfection. Scale bar: 30 

µm (D) Percentage of GFP-positive cells with aggregates in NSC-34 expressing SOD1
WT

 or 

SOD1
K75R

. (E) Cell viability of NSC-34 expressing SOD1
WT 

or SOD1
K75R

. 
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 Data in CHO and HEK293 cells suggested that SUMOylation may influence the 

aggregation of mutants SOD1 (Fei et al., 2006; Niikura et al., 2014). We wondered whether 

SUMO modification of mutants SOD1 was also involved in aggregates formation in motor 

neuronal cells. We first observed that cultures of NSC-34 cells expressing mutants SOD1 

contained a significantly higher number of cells with aggregates compared to cultures 

expressing SOD1
WT

 (Figure 5A, 5B; white bars; p<0.05). The viability was not affected 48h 

post-transfection (Figure 5C). To determine if the SUMOylation of mutants SOD1 could 

affect the presence of aggregates in motor neuronal cells, double mutants were generated. 

They contained an ALS-related mutation (A4V, V31A or G93C) and a substitution of the 

lysine 75 by an arginine in the SUMOylation site of SOD1 (Figure 5B, C; Black bars). The 

lysine 75 was at distance from the three mutations (Figure 3A). Very interestingly significant 

reductions of the number of cells with aggregates were observed in cultures of NSC-34 

expressing the double SOD1 mutants
A4V-K75R

 (reduction of 50%; p<0.05), SOD1
V31A-K75R

 

(reduction of 74%; p<0.05) and SOD1
G93C-K75R 

(reduction of 77%; p<0.05) compared to single 

ALS-related mutants. The number of cells with aggregates was similar in cultures expressing 

the double mutants SOD1 or SOD1
WT

. Cell viability was not modified at 48h. These results 

indicated an important role for the post-translational modification of the lysine 75 of mutants 

SOD1 in the formation of aggregates.. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: (A) Western blotting of NSC-34 cells expressing SOD1
WT

-GFP, SOD1
A4V

-GFP, SOD1
V31A

-

GFP and SOD1
G93C

-GFP using antibodies against GFP or GAPDH. (B) Percentage of GFP-positive 

NSC-34 cells with aggregates expressing SOD1
WT

, SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 and SOD1
G93C

 (whites boxes) 

or double mutants with an absence of SUMOylation site, SOD1
WT-K75R

, SOD1
A4V-K75R

, SOD1
V31A-K75R

 

and SOD1
G963C-K75R 

(black boxes). *p<0.05, non-parametric Mann-Withney test. (C) Cell viability of 

NSC-34 cells expressing SOD1
WT

, SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 and SOD1
G963C

 (whites boxes) or double 
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mutants with an absence of SUMOylation site, SOD1
WT-K75R

, SOD1
A4V-K75R

, SOD1
V31A-K75R

 and 

SOD1
G963C-K75R 

(black boxes). 

4. Discussion 

Recent data suggested that the SUMOylation pathways may influence aggregation of 

particular proteins in several neurodegenerative diseases (Kim et al., 2011). The involvement 

of SUMO modification in the formation of SOD1
mutant

-positive aggregates observed in 

Amyotrophic Lateral Sclerosis was already evaluated in non-neuronal CHO and HEK293 

cells expressing high concentration of SUMO proteins and of the UBE2I SUMO-conjugating 

enzyme (Fei et al., 2006; Niikura et al., 2014). Here we report that the expression of several 

mutated forms of SOD1 in the motor neuronal cells NSC-34 induces the formation of 

cytosolic and sometimes nuclear aggregates containing the protein SUMO-1. We show for the 

first time that the formation of these aggregates can be modulated by action on a site of post-

translational modification of the mutated proteins SOD1, the K75 SUMOylation site. 

 Several reviews highlighted importance of the contribution of SUMO to 

neurodegenerative diseases (Dorval and Fraser, 2007; Krumova and Weishaupt, 2013). They 

indicated that several disease-causing proteins either co-localize with SUMO proteins, often 

in aggregates, or are target proteins for SUMO modification. Protein SUMOylation appears as 

an emerging pathway in Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) (Dangoumau et al., 2013). 

First, several observations support a direct role for SUMOylation in diverse pathogenic 

mechanisms involved in ALS, such as response to hypoxia, oxidative stress, glutamate 

excitotoxicity and proteasome impairment. Next SOD1 protein and transactive response 

DNA-binding protein 43 (TDP-43) are targets of SUMO modifications (Fei et al., 2006; 

Niikura et al., 2014; Seyfried et al., 2010). Finally, we show here that SUMO is present in 

aggregates in motor neuronal cells expressing ALS-related SOD1 mutants. It would be of 

interest to show if this is also true for other mutations. We observe that the formation of 

aggregates is associated with a reduction of free-SUMO1 level in cells. This reduction is 

induced by the expression of mutants SOD1 and is independent of the presence of oxidative 

stress in our cell cultures. This reduction of free-SUMO-1 level in motor neuronal cells 

expressing mutants SOD1 could impair the normal cellular physiology, participating in motor 

neuron degeneration. Indeed SUMO-1 post-translational modifications regulate the function 

and fate of an important number of proteins involved in intracellular transport, cell signalling, 

transcription and DNA repair for example (Bergink and Jentsch, 2009; Jaafari et al., 2013; 
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Kirkin and Dikic, 2007). The reduction in free-SUMO1 level is NSC-34 cells expressing 

mutants SOD1 is not caused by modifications in gene expression of SUMO1 or enzymes of 

the SUMOylation pathway. It could to be the consequence of its sequestration in aggregates 

as observed by confocal microscopy analysis.  

 Several studies have demonstrated that mutants SOD1 share a reduced conformational 

stability that may contribute to their toxic gain of function (Rodriguez et al., 2002; 

Williamson et al., 2000). The mutations analyzed by crystallographic studies or modelling 

predictions indicate that the overall structure of SOD1 is not significantly affected by ALS-

related mutations. This is confirmed for the V31A mutation that we have recently described 

(Dangoumau et al., 2014). We used a SOD1-GFP fusion protein system to analyse the 

intracellular conformation and localization of wild type and mutants SOD1. This system is 

based on the concept that if the conformation of a protein is altered by a mutation, the 

conformation of the GFP-fusion protein would also be altered in a similar way, resulting in a 

decrease in fluorescence. We observed such a reduction of fluorescence for the mutant 

SOD1
G93C

 in NSC-34 cells, confirming previous results obtained on SOD1
G93A 

(Zhang and 

Zhu, 2006). This reduction of intensity was parallel to an increase in number of motor 

neuronal cells containing aggregates. These aggregates, representing pathological hallmarks 

of ALS, were analyzed by a technique combining confocal microscopy, to localise NSC-34 

cells with SOD1
mutants

-GFP containing aggregates, and MET, to analyze sub-cellular 

structures. The aggregates are localized in the cytosol of NSC-34 cells, not in organites. They 

appear as non-organized structures. We did not observe a preferred perinuclear localization of 

these aggregates as previously reported for the A4T or G93R mutants in CHO cells (Niikura 

et al., 2014). These differences in sub-cellular localization could be due to difference in cell 

types. It is also interesting to note that SOD1
V31A

-GFP containing aggregates were also 

present in the nucleus which may be in relation with a supplementary toxic effect compared to 

the other mutations. 

 Studies on SOD1
WT

 indicated that the conversion of lysine 75 to an arginine in the 

predicted SUMOylation site PKDE completely blocked the SUMOylation of SOD1 (Fei et al., 

2006). This K75 residue, which has not been reported as a site of mutation in ALS databases, 

is localised on an external loop in SOD1 protein. We show that the mutation of this K75 

residue is not associated with the formation of cellular aggregates or a reduction in cell 

viability.  Based on the observation that mutant SOD1 proteins can be SUMOylated and that 

aggregates in motor neuronal cells NSC-34 contained SUMO-1, we analyzed the 
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consequences of an expression of double mutant proteins carrying both an ALS-related 

mutation and a substitution of K75. We observed that the lysine 75 was required for the 

formation of aggregates in cells. Altogether this data suggest that SUMO deficient SOD1 

mutant proteins could be less prone to aggregation. How the SUMO-1 modification of 

mutants SOD1 triggers its aggregation needs to be clarified in future studies. It could affect 

the three-dimensional structure of mutants SOD1, modifying their solubility or self-

interaction. It could also affect the interaction of mutants SOD1 with protecting chaperone 

proteins, such as HSJ1 for example (Novoselov et al., 2013). 

 The contribution of SUMO to neurodegeneration appears variable depending of the 

diseases and the proteins. While SUMO appears to be deleterious in spinal and bulbar 

muscular atrophy (SBMA) and Huntington disease (HD) for example, it seems to have a 

mixed effect in Parkinson’s disease (Kim et al., 2011; Krumova and Weishaupt, 2013; 

Mukherjee et al., 2009; O’Rourke et al., 2013). SUMO-1 modification of SOD1 in 

Amyotrophic Lateral sclerosis (ALS) also appears to be deleterious (Fei et al., 2006). The 

work presented here supports a participation of the SUMOylation pathway in ALS, with a role 

of the lysine 75 in the SUMOylation site of SOD1 in the process of aggregation in motor 

neuronal cells. These data suggest that manipulation of post-translational modification 

pathways, such as the SUMO-1 pathway, could reduce protein aggregation in motor neurons, 

and that may lead to improve motor neuron survival. 

Disclosure statement 

All authors disclose no conflicts of interest. 

Acknowledgements 

This work was supported by the association ARSLA. We thank Fabienne Arcanger for her 

technical help (CLEM). 

References 

Andersen, P.M., Al-Chalabi, A., 2011. Clinical genetics of amyotrophic lateral sclerosis: what 

do we really know? Nat. Rev. Neurol. 7, 603–615.  

Arnold, K., Bordoli, L., Kopp, J., Schwede, T., 2006. The SWISS-MODEL workspace: a 

web-based environment for protein structure homology modelling. Bioinforma. Oxf. Engl. 22, 

195–201.  



  Résultats 

160 
 

Bergink, S., Jentsch, S., 2009. Principles of ubiquitin and SUMO modifications in DNA 

repair. Nature 458, 461–467. 

Boutahar, N., Wierinckx, A., Camdessanche, J.P., Antoine, J.-C., Reynaud, E., Lassabliere, 

F., Lachuer, J., Borg, J., 2011. Differential effect of oxidative or excitotoxic stress on the 

transcriptional profile of amyotrophic lateral sclerosis-linked mutant SOD1 cultured neurons. 

J. Neurosci. Res. 89, 1439–1450.  

Broom, W.J., Russ, C., Sapp, P.C., McKenna-Yasek, D., Hosler, B.A., Andersen, P.M., 

Brown, R.H., 2006. Variants in candidate ALS modifier genes linked to Cu/Zn superoxide 

dismutase do not explain divergent survival phenotypes. Neurosci. Lett. 392, 52–57.  

Bruijn, L.I., Houseweart, M.K., Kato, S., Anderson, K.L., Anderson, S.D., Ohama, E., 

Reaume, A.G., Scott, R.W., Cleveland, D.W., 1998. Aggregation and motor neuron toxicity 

of an ALS-linked SOD1 mutant independent from wild-type SOD1. Science 281, 1851–1854. 

Dangoumau, A., Verschueren, A., Hammouche, E., Papon, M.-A., Blasco, H., Cherpi-Antar, 

C., Pouget, J., Corcia, P., Andres, C.R., Vourc’h, P., 2014. Novel SOD1 mutation p.V31A 

identified with a slowly progressive form of amyotrophic lateral sclerosis. Neurobiol. Aging 

35, 266. 

Dangoumau, A., Veyrat-Durebex, C., Blasco, H., Praline, J., Corcia, P., Andres, C.R., 

Vourc’h, P., 2013. Protein SUMOylation, an emerging pathway in amyotrophic lateral 

sclerosis. Int. J. Neurosci. 123, 366–374. 

Deng, H.X., Hentati, A., Tainer, J.A., Iqbal, Z., Cayabyab, A., Hung, W.Y., Getzoff, E.D., 

Hu, P., Herzfeldt, B., Roos, R.P., 1993. Amyotrophic lateral sclerosis and structural defects in 

Cu,Zn superoxide dismutase. Science 261, 1047–1051. 

Dorval, V., Fraser, P.E., 2007. SUMO on the road to neurodegeneration. Biochim. Biophys. 

Acta 1773, 694–706.  

Fei, E., Jia, N., Yan, M., Ying, Z., Sun, Q., Wang, H., Zhang, T., Ma, X., Ding, H., Yao, X., 

Shi, Y., Wang, G., 2006. SUMO-1 modification increases human SOD1 stability and 

aggregation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 347, 406–412. 

Gareau, J.R., Lima, C.D., 2010. The SUMO pathway: emerging mechanisms that shape 

specificity, conjugation and recognition. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 11, 861–871.  

Gurney, M.E., Cutting, F.B., Zhai, P., Andrus, P.K., Hall, E.D., 1996. Pathogenic mechanisms 

in familial amyotrophic lateral sclerosis due to mutation of Cu, Zn superoxide dismutase. 

Pathol. Biol. (Paris) 44, 51–56. 

Jaafari, N., Konopacki, F.A., Owen, T.F., Kantamneni, S., Rubin, P., Craig, T.J., Wilkinson, 

K.A., Henley, J.M., 2013. SUMOylation is required for glycine-induced increases in AMPA 

receptor surface expression (ChemLTP) in hippocampal neurons. PloS One 8, e52345.  

Kim, Y.M., Jang, W.H., Quezado, M.M., Oh, Y., Chung, K.C., Junn, E., Mouradian, M.M., 

2011. Proteasome inhibition induces α-synuclein SUMOylation and aggregate formation. J. 

Neurol. Sci. 307, 157–161.  



  Résultats 

161 
 

Kirby, J., Halligan, E., Baptista, M.J., Allen, S., Heath, P.R., Holden, H., Barber, S.C., 

Loynes, C.A., Wood-Allum, C.A., Lunec, J., Shaw, P.J., 2005. Mutant SOD1 alters the motor 

neuronal transcriptome: implications for familial ALS. Brain J. Neurol. 128, 1686–1706.  

Kirkin, V., Dikic, I., 2007. Role of ubiquitin- and Ubl-binding proteins in cell signaling. Curr. 

Opin. Cell Biol. 19, 199–205.  

Krumova, P., Weishaupt, J.H., 2013. Sumoylation in neurodegenerative diseases. Cell. Mol. 

Life Sci. CMLS 70, 2123–2138.  

Mukherjee, S., Thomas, M., Dadgar, N., Lieberman, A.P., Iñiguez-Lluhí, J.A., 2009. Small 

ubiquitin-like modifier (SUMO) modification of the androgen receptor attenuates 

polyglutamine-mediated aggregation. J. Biol. Chem. 284, 21296–21306.  

Niikura, T., Kita, Y., Abe, Y., 2014. SUMO3 Modification Accelerates the Aggregation of 

ALS-Linked SOD1 Mutants. PloS One 9, e101080. 

Novoselov, S.S., Mustill, W.J., Gray, A.L., Dick, J.R., Kanuga, N., Kalmar, B., Greensmith, 

L., Cheetham, M.E., 2013. Molecular chaperone mediated late-stage neuroprotection in the 

SOD1(G93A) mouse model of amyotrophic lateral sclerosis. PloS One 8, e73944.  

O’Rourke, J.G., Gareau, J.R., Ochaba, J., Song, W., Raskó, T., Reverter, D., Lee, J., Monteys, 

A.M., Pallos, J., Mee, L., Vashishtha, M., Apostol, B.L., Nicholson, T.P., Illes, K., Zhu, Y.-

Z., Dasso, M., Bates, G.P., Difiglia, M., Davidson, B., Wanker, E.E., Marsh, J.L., Lima, C.D., 

Steffan, J.S., Thompson, L.M., 2013. SUMO-2 and PIAS1 modulate insoluble mutant 

huntingtin protein accumulation. Cell Rep. 4, 362–375. 

Pédelacq, J.-D., Piltch, E., Liong, E.C., Berendzen, J., Kim, C.-Y., Rho, B.-S., Park, M.S., 

Terwilliger, T.C., Waldo, G.S., 2002. Engineering soluble proteins for structural genomics. 

Nat. Biotechnol. 20, 927–932.  

Reaume, A.G., Elliott, J.L., Hoffman, E.K., Kowall, N.W., Ferrante, R.J., Siwek, D.F., 

Wilcox, H.M., Flood, D.G., Beal, M.F., Brown, R.H., Scott, R.W., Snider, W.D., 1996. Motor 

neurons in Cu/Zn superoxide dismutase-deficient mice develop normally but exhibit enhanced 

cell death after axonal injury. Nat. Genet. 13, 43–47. 

Rodriguez, J.A., Valentine, J.S., Eggers, D.K., Roe, J.A., Tiwari, A., Brown, R.H., Hayward, 

L.J., 2002. Familial amyotrophic lateral sclerosis-associated mutations decrease the thermal 

stability of distinctly metallated species of human copper/zinc superoxide dismutase. J. Biol. 

Chem. 277, 15932–15937.  

Rosen, D.R., Siddique, T., Patterson, D., Figlewicz, D.A., Sapp, P., Hentati, A., Donaldson, 

D., Goto, J., O’Regan, J.P., Deng, H.X., 1993. Mutations in Cu/Zn superoxide dismutase gene 

are associated with familial amyotrophic lateral sclerosis. Nature 362, 59–62.  

Sau, D., De Biasi, S., Vitellaro-Zuccarello, L., Riso, P., Guarnieri, S., Porrini, M., Simeoni, 

S., Crippa, V., Onesto, E., Palazzolo, I., Rusmini, P., Bolzoni, E., Bendotti, C., Poletti, A., 

2007. Mutation of SOD1 in ALS: a gain of a loss of function. Hum. Mol. Genet. 16, 1604–

1618.  

Seyfried, N.T., Gozal, Y.M., Dammer, E.B., Xia, Q., Duong, D.M., Cheng, D., Lah, J.J., 

Levey, A.I., Peng, J., 2010. Multiplex SILAC analysis of a cellular TDP-43 proteinopathy 



  Résultats 

162 
 

model reveals protein inclusions associated with SUMOylation and diverse polyubiquitin 

chains. Mol. Cell. Proteomics MCP 9, 705–718.  

Son, M., Cloyd, C.D., Rothstein, J.D., Rajendran, B., Elliott, J.L., 2003. Aggregate formation 

in Cu,Zn superoxide dismutase-related proteins. J. Biol. Chem. 278, 14331–14336.  

Taylor, J.P., Hardy, J., Fischbeck, K.H., 2002. Toxic proteins in neurodegenerative disease. 

Science 296, 1991–1995.  

Waldo, G.S., Standish, B.M., Berendzen, J., Terwilliger, T.C., 1999. Rapid protein-folding 

assay  

Watanabe, M., Dykes-Hoberg, M., Culotta, V.C., Price, D.L., Wong, P.C., Rothstein, J.D., 

2001. Histological evidence of protein aggregation in mutant SOD1 transgenic mice and in 

amyotrophic lateral sclerosis neural tissues. Neurobiol. Dis. 8, 933–941.  

Williamson, T.L., Corson, L.B., Huang, L., Burlingame, A., Liu, J., Bruijn, L.I., Cleveland, 

D.W., 2000. Toxicity of ALS-linked SOD1 mutants. Science 288, 399. 

Zhang, F., Zhu, H., 2006. Intracellular conformational alterations of mutant SOD1 and the 

implications for fALS-associated SOD1 mutant induced motor neuron cell death. Biochim. 

Biophys. Acta 1760, 404–414.  

 

Supplementary data 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Table1: Primers used for qPCR 

 

 



  Résultats 

163 
 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 1: RT-qPCR on RNA extracted from NSC-34 cells expressing 

SOD1
WT

 or SOD1
G93C

. Expression of
 
SUMO1, UBE2I and SENPs genes at 6, 24 and 48 hours 

post-transfection. 
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Supplementary Figure 2: Immunocytochemistry analysis of SUMO1 in NSC-34 cells 

expressing SOD1
WT

-GFP (confocal microcopy). Scale bar: 20 µm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3: Correlative light (Confocal) and electron microscopy (MET) 

analysis of a NSC-34 cell expressing SOD1
A4V

-GFP. Three magnifications are presented (a-c; 

d-f; g). Arrow in (a) indicates the region observed in (d). Arrowhead in (d) indicates the 

region observed in (g). 
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DISCUSSION-CONCLUSION 

 

La Sclérose Latérale Amyotrophique est une maladie neurodégénérative de l’adulte 

multifactorielle qui résulterait de l’interaction de facteurs génétiques et environnementaux. 

Depuis 1993 et la découverte de mutations du gène SOD1 dans la SLA, le nombre de gènes 

liés ou favorisant la survenue de cette maladie n’a cessé de croitre. Parmi eux, les 4 gènes 

SOD1, TARDBP, FUS et C9ORF72 sont considérés de façon unanime comme des facteurs 

génétiques causaux de la SLA. Leurs mutations co-ségrègent avec la maladie dans les formes 

familiales, avec une transmission dominante le plus fréquemment. Ils sont ainsi en cause dans 

plus de 50% des formes familiales et moins de 10% des formes sporadiques de SLA.  

Les protéines codées par ces gènes de la SLA sont très souvent retrouvées dans des 

inclusions cytoplasmiques ou agrégats protéiques, une des caractéristiques 

physiopathologiques de la SLA. Ces agrégats sont visibles dans les motoneurones en 

dégénérescence et les oligodendrocytes avoisinants dans la moelle épinière de patients SLA 

porteurs de mutations de ces gènes, mais aussi non-porteurs de ces mutations. On les observe 

également dans plusieurs régions frontales et temporales du cerveau, dans l’hippocampe et le 

cervelet (Al-Chalabi et al., 2012). Il apparait de plus en plus clairement que la formation des 

sans réponse : comment se forment-ils ? Les protéines mutées, codées par les gènes causaux 

de la SLA, ont-elles un rôle direct dans leur formation ? Affectent-ils un ou des mécanismes 

cellulaires ? Ont-ils un rôle direct ou bien indirect dans la dégénérescence des motoneurones ?  

Les agrégats protéiques présents dans les motoneurones en dégénérescence sont riches 

en ubiquitine. La présence d’ubiquitine dans ces agrégats sous-entend un rôle de la voie de 

l’ubiquitine (Ub)-protéasome dans la physiopathologie de la SLA. La voie de l’Ub-

protéasome est un système de contrôle qualité post-traductionnelle qui participe à la 

régulation de la demi-vie des protéines cellulaires. Cette voie a également d’autres rôles. Elle 

régule directement la localisation et la fonction de très nombreuses protéines dans les cellules. 

D’autres modifications post-traductionnelles des protéines pourraient aussi avoir un rôle 

important dans la physiopathologie de la SLA. Ainsi l’une des voies « ubiquitine-like », la 

voie de la SUMOylation qui fixe les petites protéines Small Ubiquitin MOdifier (SUMO) à 

des protéines cellulaires, apparaît très intéressante comme nous l’avons rapporté dans une 

revue (Dangoumau et al., 2013). Une seconde revue, très récemment publiée, est venue 

conforter nos hypothèses et suggestions (Foran et al., 2013).  
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La voie de la SUMOylation est impliquée dans les réponses cellulaires au stress 

oxydant, à l’hypoxie et à l’excitoxicité par le glutamate, qui ont été liées à la dégénérescence 

des motoneurones dans la SLA. Plusieurs gènes mutés dans la SLA, comme SOD1 et 

TARDBP codent des protéines cibles de cette voie. De plus, le gène FUS muté dans 5% des 

cas familiaux de SLA code une protéine à activité E3 SUMO ligase. Les voies de la 

SUMOylation et de l’Ub présentent de nombreuses similitudes. Elles font intervenir 3 types 

d’enzymes : E1 d’activation, E2 de conjugaison, et E3 de liaison. L’E1 est propre à chacune 

des voies. L’E2 de la voie de la SUMOylation UBE2I est unique, mais elle fait également 

partie des 37 E2 de la voie de l’Ub (Michelle et al., 2009). Les E3 sont très nombreuses, 

certaines intervenant dans les deux voies comme UHRF2. La voie de la SUMOylation a été 

impliquée dans la régulation de la transcription des gènes, dans le contrôle de la localisation 

subcellulaire ou de la demi-vie des protéines, ceci parfois en entrant en compétition ou en 

agissant en synergie avec la voie de l’Ub. Plusieurs études ont également montré que la voie 

de la SUMOylation pouvait affecter la solubilité des protéines (Droescher et al., 2011). 

Mon projet de thèse avait pour objectif de mieux comprendre le rôle des voies de l’Ub 

et de l’Ub-like SUMO dans la physiopathologie de la Sclérose Latérale Amyotrophique liée à 

la mutation du gène SOD1.  

 

Caractérisation de nouvelles mutations du gène SOD1 

Il est souvent difficile d’identifier parmi les mécanismes cellulaires impliqués dans la 

SLA ceux qui appartiennent aux causes ou aux conséquences physiopathologiques. La 

découverte de nouveaux gènes mutés dans la SLA et de nouvelles mutations dans les gènes 

causaux, sont autant d’informations à notre disponibilité pour tenter de comprendre ce qui 

conduit à l’agrégation des protéines et à la mort des motoneurones.  

Mon travail de thèse a donc débuté par la mise en place dans le Laboratoire, en lien 

avec le Centre SLA de Tours, d’une stratégie d’étude permettant d’analyser le pouvoir 

pathogène de nouvelles mutations de gènes de la SLA. La première étape consiste en une 

étude bioinformatique qui évalue la pathogénicité potentielle de la forme mutée de la protéine 

à l’aide du logiciel PolyPhen, et la conséquence de la mutation sur la structure 3D de la 

protéine modélisée à l’aide du site Swiss Model (visualisation PyMOL). La seconde étape 

porte sur des études fonctionnelles in vitro permettant d’évaluer les conséquences de la 
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mutation sur la viabilité cellulaire, la formation d’agrégats et la localisation de la protéine 

porteuse de la mutation dans les cellules motoneuronales par exemple.  

Durant ma thèse, nous nous sommes intéressés plus particulièrement au gène SOD1 

codant la protéine superoxide dismutase 1 (SOD1). A ce jour, 88 des 153 résidus d’acides 

aminées de SOD1 ont été trouvés mutés de façon ponctuelle (non-sens ou faux-sens) dans la 

SLA. Le phénotype associé à ces diverses mutations n’est pas constant. L’hétérogénéité 

phénotypique observée dans les formes familiales de SLA liées à des mutations de SOD1 est 

visible au niveau de l’âge de début ou de la durée d’évolution de la maladie, par exemple. 

Ainsi les mutations SOD1
G93A

 ou SOD1
A4V

, beaucoup étudiées, sont associées à une 

évolution assez rapide de la maladie. Nous avons identifié 2 nouvelles mutations faux-sens, 

SOD1
V31A

 et SOD1
E121G

 situées dans des régions différentes de la protéine et présentant une 

évolution plutôt lente de la maladie. Peu de temps après notre publication de la mutation 

SOD1
V31A

, une équipe japonaise a rapporté la même mutation chez un patient SLA présentant 

des symptômes neurologiques similaires avec une évolution lente de la maladie (Sakamoto et 

al., 2014). Ces résultats confortent l’idée d’une corrélation génotype-phénotype. Nos études in 

vitro sur cette mutation SOD1
V31A

 ont permis de montrer la présente d’agrégats 

cytoplasmiques dans les cellules NSC-34 exprimant la protéine mutée, mais aussi d’agrégats 

nucléaires, ce qui est rare. Ces agrégats nucléaires auraient-ils aussi un rôle dans la 

physiopathologie de la SLA ? Une étude récente a montré que la protéine SOD1 jouerait dans 

le noyau un rôle de régulation d’expression génique en réponse au stress oxydant (Tsang et 

al., 2014). La seconde mutation SOD1
E121G

 que nous avons rapportée est située dans une 

région cruciale de la protéine, à proximité d’une des histidines fixant le cuivre. Plusieurs 

travaux suggèrent que les mutants SOD1 ayant des difficultés à fixer les ions métalliques 

auraient une structure 3D déstabilisée présentant une tendance renforcée à l’agrégation 

(Furukawa et al., 2010). Les cellules motoneuronales NSC-34 exprimant le mutant SOD1
E121G

 

présentent des agrégats cytoplasmiques et une viabilité réduite en présence de stress oxydant. 

L’utilisation de cette stratégie d’étude a donné lieu à 3 publications:  

 “A novel SOD1 mutation p.V31A identified with a slowly progressive form of Amyotrophic 

Lateral Sclerosis”, Dangoumau et al., 2014, Neurobiology of Aging 

“A novel p.E121G SOD1 mutation in slowly progressive form of Amyotrophic Lateral 

Sclerosis induces cytoplasmic aggregates in cultured motor neurons and reduces cell 

viability”, Dangoumau et al., soumis  
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“Association of paraneoplastic motor neuron disease with anti-Ri antibodies and a novel 

SOD1 I18del mutation”, Diard-Detoeuf C. Dangoumau A. et al.; 2014, Journal of 

Neurological Sciences (Annexe 3). 

La stratégie d’étude que nous avons mise en place pourra être utilisée pour l’analyse 

de mutations d’autres gènes liés à la SLA. Elle pourrait bien sûr être améliorée. La mesure de 

l’activité enzymatique de SOD1 pourrait être étudiée, même si il est connu que la plupart des 

mutants SOD1 conservent une activité proche de celle de la forme sauvage. Nous pensons 

qu’une amélioration significative de notre stratégie d’étude serait d’utiliser un autre modèle 

cellulaire pour les études fonctionnelles, pour nous rapprocher au plus près des motoneurones. 

Plusieurs modèles in vitro de la SLA existent comme nous l’avons décrit dans une revue  

(Veyrat-Durebex C., Corcia P., Dangoumau A., et al. ; 2013). Nos études ont été réalisées à 

l’aide de la lignée motoneuronale NSC-34, hybride neuroblastome-motoneurone de moelle 

épinière de souris. Les cellules NSC-34 sont largement utilisées dans les études sur la SLA. 

Mais comme toutes lignées, la lignée NSC-34 présente des limites. Ces cellules se multiplient 

continuellement, alors que les motoneurones sont des cellules quiescentes. Leur métabolisme 

est donc bien sûr différent de celui de motoneurones. Par ailleurs ces cultures ne comportent 

pas de cellules gliales, qui dans le système nerveux central sont en contact avec les 

motoneurones et communiquent avec elles. L’utilisation de cultures primaires enrichies en 

motoneurones de rongeurs nous paraît donc très intéressante. Pour cela, nous avons donc mis 

en place au laboratoire la culture primaire de motoneurones de moelle épinière d’embryons de 

rat à E14. Les deux étapes importantes pour assurer une qualité et une pureté optimale à ces 

cultures sont, une élimination optimale des méninges et des ganglions spinaux, et l’utilisation 

d’un coussin de métrizamide.  

              A                                                           B.                 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Motoneurones en culture depuis 24h (A) et 8 jours (B). Barre d’échelle : 200 µm. 



  Discussion 

169 
 

Nos premières cultures nous ont permis d’obtenir des motoneurones présentant des corps 

cellulaires de gros diamètre et longs neurites (Figure 16). Nos premières expériences de 

transfection des motoneurones par magnétofection ont  montré qu’ils peuvent être transfectés 

et donc exprimer des protéines d’intérêt, comme nous avons pu l’observer lors de l’étude de la 

mutation SOD1
E121G

. La quantité de cellules par culture et les taux de transfection faible 

obtenus sont toutefois des limites du modèle. 

 

Etude des gènes des voies de l’Ubiquitine et Ub-like SUMO dans la SLA 

Peu de choses sont connues à ce jour sur les liens entre les facteurs génétiques et les 

facteurs environnementaux impliqués dans la SLA. Plusieurs études ont indiqués que le stress 

oxydatif est un facteur environnemental important dans l’étiologie de cette maladie. Une 

relation directe pourrait exister entre le stress oxydant et la SLA liée à la mutation du gène 

SOD1. SOD1 est en effet une enzyme cruciale de défense anti-oxydante. Les mutations de 

SOD1 identifiées à ce jour conservent toutefois pour la plupart l’activité anti-oxydante de la 

protéine comme nous l’avons indiqué précédemment. Par ailleurs les souris invalidées pour 

SOD1 ne présentent pas de troubles moteurs, tandis que les souris exprimant une forme mutée 

de la protéine SOD1 développent une paralysie des membres. Les mécanismes par lesquels 

les mutants SOD1 induisent la mort des motoneurones ne sont donc pas encore clairement 

compris : détoxification anormale des radicaux libres générés par le stress oxydant ? 

Agrégation protéique séquestrant des protéines ou d’autres composés cellulaires importants ? 

Anomalie de transport axonal ? Anomalies du fonctionnement mitochondrial ?  

La seconde partie du projet de thèse a donc consisté en l’étude de l’effet combiné d’un 

stress oxydant et de l’expression de diverses formes mutées de la protéine SOD1. Nous avons 

ainsi observé que lorsque nous sur-exprimions les mutants  SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 et SOD1
G93C

 

dans les cellules motoneuronales NSC-34, leur viabilité n’était affectée qu’en présence d’un 

stress oxydant. Nous avons dans un premier temps montré par une étude microarray que les 

cellules NSC-34 soumises au stress oxydant de 1mM d’H2O2 pendant 3h ont leur 

transcriptome fortement modifié. De manière intéressante nous avons observé une 

modification d’expression  de plusieurs gènes des voies de l’ubiquitine et des Ub-like SUMO. 

Ainsi sur les 729 gènes que nous avons dénombrés dans ces voies, 26 gènes avaient une 

expression qui variait significativement avec le stress oxydant. Nous en avons sélectionné 6 

en nous basant sur les connaissances disponibles dans la littérature sur leurs fonctions et leurs 
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implications dans des processus physiopathologiques intéressants dans le cadre de maladies 

neurodégénératives. Ces gènes codent des E2 comme Ube2e1 et Ube2d2, des E3 comme 

Trim9, Uhrf2, Rbx1 ou des protéases comme Senp1. Nous avons aussi sélectionné 5 

gènes dont l’expression était proche de la significativité et dont les fonctions connues 

pouvaient être d’intérêt dans le cadre de la SLA: Ube3b, Birc3, Xaf1, Kdm2b et Siah2. Nous 

avons alors analysé par RT-qPCR comment variaient l’expression de ces 11 gènes si nous 

ajoutions au facteur environnemental qu’est le stress oxydant un facteur génétique, la 

mutation du gène SOD1. Nous avons alors observé des différences significatives d’expression 

pour les gènes codant l’E2 Ub2d2, les E3 Rbx1, Uhrf2, Kdm2b, Xaf1 et la peptidase Senp1 

entre les cellules exprimant SOD1 sauvage ou SOD1
A4V

. Nous nous sommes ensuite 

intéressés plus particulièrement au gène codant l’E3 Uhrf2. Cette protéine a la particularité de 

présenter à la fois une activité d’Ubiquitine ligase et de SUMO ligase. Peu d’E3 ligases 

possèdent cette double activité. Nous avons observé que l’expression de ce gène était 

augmentée significativement dans notre modèle in vitro en présence de stress oxydant et de 

SOD1 mutée, et ce quel que soit la mutation de SOD1 exprimée : SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 et 

SOD1
G93C

. L’utilisation d’ARN anti-sens a ensuite permis de montrer que si l’on réduisait 

l’augmentation d’expression d’Uhrf2 provoquée par la combinaison stress oxydant – mutation 

de SOD1, l’expression du gène pro-apototique Siva était réduite. Siva est connu pour être 

régulé positivement par Uhrf2 dans la lignée d’ostésarcome U2OS (Lu and Hallstrom, 2013). 

Nous avons également analysé un possible lien entre Uhrf2 et la formation d’agrégats générés 

par l’expression de mutants SOD1 et potentiellement toxiques pour les motoneurones. Nos 

analyses réalisées 24h après co-transfection (si-RNA anti-Uhrf2, plasmide SOD1
G93C

) 

montraient une tendance à la réduction du nombre de cellules contenant des agrégats. Une 

réduction d’expression d’Uhrf2 sur 24h n’était peut-être pas suffisante pour obtenir un effet 

significatif sur la réduction du nombre d’agrégats. Des expériences par multi-transfection du 

si-RNA ou par utilisation de shRNA anti-Uhrf2 permettront d’étudier ce point plus en détail. 

Nous avons toutefois déjà pu observer que la protéine Uhrf2 ne co-localise pas avec les 

agrégats dans les cellules exprimant SOD1 mutée. Cela pourrait indiquer que, si Uhrf2 a un 

lien avec la formation des agrégats, son action a lieu dans les premières étapes du processus 

de formation des agrégats. Uhrf2 pourrait aussi avoir un rôle dans la physiopathologie de la 

SLA via son action sur le facteur de transcription Znf131. Uhrf2 est l’E3 SUMO ligase de 

Znf131. La SUMOylation de Znf131 est associée à une réduction de l’activité intracellulaire 

de la voie du récepteur à l’œstrogène, une voie neuroprotectrice pour les motoneurones (Oh 

and Chung, 2013). L’augmentation d’expression d’Uhrf2 observée dans notre modèle en 
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combinant stress oxydant et mutation de SOD1 pourrait donc être associée à une 

SUMOylation de Znf131 et par conséquent la réduction d’une action neuroprotectrice. Il 

serait intéressant d’étudier par immunoprécipitation  le degré de SUMOylation de Znf131 

dans notre modèle. L’ensemble de ces résultats font l’objet d’une publication: 

“Transcriptomic analysis of a cell culture model of SOD1-related Amyotrophic Lateral 

Sclerosis identifies dysregulations in the ubiquitin (Ub)/Ub like pathways”. Dangoumau et al., 

soumis à Neurobiology of aging 

 

Rôle de la SUMOylation dans la SLA associée à la mutation du gène SOD1  

Comme nous l’avons précédemment indiqué l’Ubiquitinylation et la SUMOylation 

sont des modifications post-traductionnelles qui permettent de contrôler la stabilité, la 

localisation et l’activité de très nombreuses protéines intracellulaires. Plusieurs travaux ont 

montré l’implication des voies de l’Ub et de l’Ub-like SUMO dans diverses maladies 

neurodégénératives. Pour exemple l’Ubiquitinylation et la SUMOylation de la protéine 

huntingtin, dont le gène est impliqué dans la maladie de Huntington, réduiraient la présence 

d’agrégats protéiques intracellulaires (Steffan and Thompson, 2003). Dans la SLA, la 

formation d’agrégats intracellulaires pourrait être au cœur des processus physiopathologiques 

entraînant la mort des motoneurones. Dans ces agrégats on retrouve la présence de protéines 

comme l’ubiquitine, p62, et des protéines codées par des gènes mutés dans la SLA comme 

SOD1, TAR-DNA binding protein (TDP-43), Fused in sarcoma (FUS), Optineurin (OTN), 

Ubiquilin-2 (UBQLN2) et Ataxin-2 (ATXN2) (Table 9).  

  Ub p62 SOD1 TDP-43 FUS OPTN UBQLN2 ATXN2 C9ORF72 

SLAs + + - + +/- + + + - 

SLA SOD1 + + + - - +/- + NR + 

SLA VCP NR NR NR + NR NR NR NR NR 

SLA VAPB NR NR NR NR NR NR NR NR NR 

SLA TDP-43 + + - + + + + NR - 

SLA FUS + + - +/- + +/- + + - 

SLA OPTN + + - + NR +/- NR NR NR 

SLA UBQLN2 + + - + + + + NR NR 

SLA ATXN2 + + - NR NR NR NR + NR 

SLA C9ORF72 + + - + NR + + NR - 

Table 9 : Composition  moléculaire des agrégats présents dans les motoneurones de 

patients SLA (D’après Blokhuis, 2013). NR : non reporté, + agrégats positifs, - agrégats 

négatifs. SLAs : SLA sporadique ; SLA gène : SLA avec mutation de ce gène 
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La troisième partie du projet de thèse a donc porté sur le rôle de la SUMOylation dans 

l’agrégation protéique observée dans les cellules motoneuronales exprimant des formes 

mutées du gène SOD1. La protéine SOD1 était connue pour être SUMOylable au niveau de sa 

lysine 75 (Fei et al., 2006). Fait intéressant, nous avons observé que cette lysine 75 ne figure 

pas dans la liste des 88 acides aminés mutés dans la protéine SOD1 (taille de 153 acides 

aminés) dans la SLA. Nous avons également montré que les agrégats contenant les protéines 

SOD1 mutées contiennent aussi la protéine SUMO-1. Deux études, dont l’une parue cet été 

2014, ont montré que lorsque l’on sur-exprime SUMO-1 ou SUMO-3 avec l’unique E2 de la 

voie de la SUMOlyation Ube2i, on favorise la SUMOylation de SOD1 et induit la formation 

d’agrégats (Fei et al., 2006; Niikura et al., 2014). Ces études ont été réalisées dans des cellules 

non neuronales. Or, sachant la dégénérescence spécifique des motoneurones dans la SLA en 

présence de mutations d’une protéine ubiquiste comme SOD1, il nous paraît très important de 

se placer dans un environnement motoneuronal, ou au moins neural, pour ce genre d’étude. 

Nous avons donc choisi de travailler avec la lignée lignée motoneuronale NSC-34.  

La première observation intéressante que nous avons faite est que la présence de 

différents mutants de SOD1, SOD1
A4V

, SOD1
V31A

 et SOD1
G93C,

 est associée à une
 
diminution 

de la concentration intracellulaire en protéine SUMO-1 libre, à savoir non fixée aux protéines 

cibles. Nous avons observé une diminution similaire en présence de stress oxydant (1mM 

d’H2O2, 3h). Cette observation suggère qu’il ne faut pas sur-exprimer les protéines SUMO 

dans les modèles d’étude comme l’ont fait les deux études précédentes publiées sur le sujet.  

Pour tenter de comprendre l’origine de cette diminution en protéine SUMO-1 libre, nous 

avons étudié par RT-qPCR l’expression de plusieurs gènes de la voie de la SUMOylation 

dans des cellules NSC-34 exprimant SOD1
WT

 ou le mutant SOD1
G93C

. L’expression des gènes 

codant SUMO-1, UBE2I et les SENPs était similaire dans les conditions SOD1
WT

 et 

SOD1
G93C

. Ce résultat indique que la diminution observée de SUMO-1 libre n’était pas la 

conséquence d’une réduction d’expression des gènes SUMO-1 et/ou SENPs (déSUMOylation 

des protéines cibles), ni d’une augmentation d’expression de l’unique E2 UBE2I. Nous 

proposons que la diminution de protéine SUMO-1 libre observée dans les NSC-34 exprimant 

des mutants de SOD1 soit la conséquence d’une séquestration de SUMO-1 dans les agrégats 

protéiques. La séquestration dans les agrégats de nombreuses protéines d’importance pour la 

physiologie cellulaire pourrait en effet être un des mécanismes pathogènes clefs dans la SLA 

(Blokhuis et al., 2013). Il est par exemple connu que FUS et TDP-43 présents dans les 

agrégats interagissent et colocalisent avec de nombreuses protéines importantes pour la 
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physiologie des motoneurones, comme par exemple la protéine SMN1 (Survival motor 

neuron 1) codée par un gène facteur de risque de la SLA (Corcia et al., 2002). La 

séquestration de SUMO-1 dans les agrégats, et donc sa moindre disponibilité pour participer 

aux processus physiologiques et aux défenses cellulaires (réponses au stress oxydant par 

exemple), pourrait avoir un lien direct avec la neurodégénerescence des motoneurones dans la 

SLA. Des expériences utilisant par exemple un siRNA anti-SUMO-1 dans des NSC-34 en 

présence ou en absence de stress oxydant permettraient de tester cette hypothèse. 

Nous avons voulu observé au plus près ces agrégats cellulaires. Pour cela nous avons utilisé la 

technique Correlative Ligth Electron Microscopy (CLEM) qui permet de superposer une 

image de microscopie confocale (agrégats SOD1
mutant

-GFP positifs) à une image de 

microscopie électronique à transmission. Nous avons remarqué que ces agrégats ne sont pas 

entourés de membrane et qu’ils n’ont pas d’organisation particulière. Nous n’avons pas 

observé de lysosomes autour des agrégats, suggérant que la voie de dégradation par les 

lysosomes n’agit pas sur ces agrégats. Ces agrégats ressemblent aux structures nommées 

agrésomes qui se forment quand  la cellule n’a plus la capacité de dégrader les protéines mal 

repliées (Johnston et al., 1998).  Ishigaki et collaborateurs (2007) ont observé de telles 

structures dans des cellules de la lignée Neuro2a exprimant SOD1
G85R

-GFP. Des études 

réalisées sur d’autres modèles, comme par exemple des lignées surexprimant CFTR (Cystic 

fibrosis conductance regulator impliqué dans la mucoviscidose), ont montré que les 

agrésomes s’entourent de filaments intermédiaires riches en protéine vimentine (Johnston et 

al., 1998; Kopito, 2000). Il serait intéressant d’étudier par immunocytochimie l’organisation 

du cytosquelette, et plus particulièrement la localisation des neurofilaments, dans nos NSC-34 

exprimant des mutants SOD1. (Kopito, 2000) 

Des travaux précédents ont montré que plusieurs protéines sont ubiquitinylées dans les 

agrégats dans les motoneurones de patients SLA. Devant cette observation  il a été suggéré 

que ces protéines sont ubiquitinylées pour être dégradées, mais que comme la voie de 

l’Ubiquitine-protéasome ne peut pas répondre correctement aux besoins, des agrégats 

protéiques se forment. Le fait que l’ubiquitinylation de ces protéines semblent commencer 

avant la formation des agrégats supporte cette idée (Giordana et al., 2010). Le fait qu’une 

inhibition de l’activité du protéasome soit toxique pour les motoneurones va également dans 

ce sens. Ainsi une inactivation spécifique de la sous-unité Rpt3 du protéasome chez la souris 

entraîne une mort des motoneurones spinaux et des anomalies locomotrices (Tashiro et al., 

2012). Dans notre modèle in vitro les agrégats sont immunoréactifs pour l’Ubiquitine mais 
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aussi pour la protéine SUMO-1. Qu’en est-il alors de la participation de la voie de la 

SUMOylation dans la formation des agrégats ? Une étude précédente a montré que la 

SUMOylation de SOD1 portait sur sa lysine 75.  Sachant que la mutation de cet acide aminé 

n’a pas été reportée à ce jour chez les patients SLA, nous avons tout d’abord étudié la 

pathogénicité potentielle d’une substitution de cette lysine 75 par une arginine. L’expression 

du mutant SOD1
K75R 

dans les cellules motoneuronales NSC-34 n’est ni associée à une 

formation d’agrégats cellulaires, ni à une réduction de la viabilité cellulaire en présence d’un 

stress oxydant (1mM d’H2O2, 3h). Devant cette observation nous avons émis l’idée d’une 

participation de cet acide aminé, et donc de la SUMOylation, dans la formation des agrégats 

associées à la mutation de SOD1. Nous avons alors généré des doubles mutants, à savoir des 

protéines SOD1 présentant une mutation identifiée chez des patients SLA et une substitution 

de la lysine K75: SOD1
A4V-K75R

, SOD1
V31A-K75R 

et SOD1
G93C-K75R

. De manière très 

intéressante nous avons observé que l’expression de ces doubles mutants dans les cellules 

NSC-34 n’entraîne plus la formation d’agrégats observés lors d’une expression des simples 

mutants (SOD1
A4V

, SOD1
V31A 

et SOD1
G93C

). Cette étude supporte l’idée que la voie de la 

SUMOylation participerait à la formation des agrégats présents dans les motoneurones de 

patients SLA porteurs de mutations du gène SOD1. Mon hypothèse est que la SUMOylation 

de la protéine SOD1
mutée

 (par SUMO-1) viendrait en compétition avec son ubiquitinylation, ce 

qui empêcherait la dégradation de SOD1
mutée 

via le protéasome. La protéine SOD1
mutée 

étant 

toujours produite par la cellule, il y aurait une accumulation de la protéine sous forme 

d’agrégats. Quand nous supprimons le site de SUMOylation (K75) de la protéine SOD1 

mutée, l’ubiquitine pourrait se fixer et ainsi la dégradation par le protéasome de la protéine 

SOD1
mutée

-ubiquitinylée serait possible. Il serait donc intéressant de co-transfecter dans des 

NSC-34, un vecteur d’expression de la protéine SOD1 mutée et un siRNA anti-SUMO-1. 

Cette expérience nous permettrait de voir si réduire la SUMOylation de la protéine SOD1 

permet de réduire le nombre d’agrégats. L’ensemble de ce travail fait l’objet d’une 

publication soumise. 

“Inhibition of mutated SOD1 aggregation in motor neuronal cells by prevention of its post-

translational SUMOylation on lysine 75”. Dangoumau et al., Soumis 

 

Conclusion 

Les mécanismes physiopathologiques en cause dans la SLA comprennent entre autres 

une augmentation de la capacité des protéines liées à la SLA (SOD1, TDP-43, FUS, …) à 
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former des agrégats cellulaires, et une participation des voies Ub et Ub-like. Mieux 

comprendre le fonctionnement de ces mécanismes permettra de mieux comprendre la SLA, 

mais aussi d’imaginer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour une pathologie sans 

traitement curatif à ce jour. Le traitement actuel de la SLA a pour objectif de maintenir au 

mieux la qualité de vie du patient. Le seul traitement médicamenteux existant aujourd’hui 

passe par l’effet neuroprotectif modeste du riluzole, un antagoniste du glutamate. Plusieurs 

études suggèrent que les thérapies par remplacement cellulaire seraient prometteuses 

(exemple, transplantation autologue de cellules iPSCs induites dans la voie de différenciation 

motoneuronale). Ces stratégies auront toutefois à faire face au fait que la SLA est une 

pathologie relativement diffuse dans le système nerveux central, et qu’elle ne touche pas que 

les motoneurones. L’importance des cellules gliales a en effet été montrée. D’autres stratégies 

thérapeutiques sont à l’étude comme celles ayant pour objectif de moduler l’expression de 

certains gènes par des approches anti-sens, comme le gène SOD1 ou encore le gène NOGO 

impliqué dans le transport axonal (Dupuis et al., 2002; Miller et al., 2013). La présence 

d’agrégats dans les motoneurones en dégénérescence suggère aussi que la voie de 

l’Ub/protéasome pourrait être une cible thérapeutique intéressante à étudier dans la SLA. Si 

l’idée d’un rôle toxique des agrégats était clairement démontrée, la voie de l’Ub/protéasome 

pourrait être ciblée en activant l’ubiquitinylation de protéines mutées comme SOD1 ou 

TDP43, ou bien plus généralement en activant le protéasome (par des activateurs endogènes 

ou synthétiques du protéasome). L’idée serait bien sûr de réduire la formation des agrégats 

dans les motoneurones. Vu l’importance de la voie de la SUMOylation pour la physiologie 

normale des cellules, il paraît par ailleurs difficile d’envisager une stratégie anti-sens anti-

SUMO-1 dans la SLA. Toutefois cette stratégie pourrait être envisageable sur les enzymes de 

la voie de la SUMOylation, qui apporte une spécificité de substrat. Il faudrait pouvoir tester 

une stratégie thérapeutique qui empêche la SUMOylation de SOD1
mutée

 sans bloquer la voie 

de la SUMOylation en générale. Aujourd’hui 4 enzymes E3 ont été identifiées comme 

participant à l’Ubiquitinylation de SOD1
mutée

. Il faudrait identifier une E3 de SUMOylation de 

SOD1
mutée

 qui pourrait alors être ciblée par un anti-sens. Cette enzyme fait peut-être partie des 

enzymes dont l’expression était significativement modifiée lors de l’étude microarray sur 

notre modèle cellulaire. Etant donné la nature multifactorielle de la SLA, il paraît toutefois 

probable qu’au final la stratégie thérapeutique efficace soit une stratégie précoce qui cible non 

pas un mécanisme pathogène mais plusieurs à la fois. 
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SOD1 n’est pas la seule protéine liée à la SLA. Nous avons rapporté dans notre revue 

sur le rôle émergent de la voie de la SUMOylation dans la SLA que d’autres protéines liées à 

la SLA et que l’on trouve dans les agrégats (comme TDP-43) présentent un ou des sites 

potentiels de SUMOylation. Le domaine d’étude des voies de la SUMOylation et de 

l’Ubiquitinylation dans la SLA et de leurs rôles dans l’étiologie de cette maladie reste encore 

largement à explorer. La poursuite des recherches est encouragée par ces premiers résultats 

sur le sujet qui apparaissent prometteurs. 
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ABSTRACT 

 

 Several neurological diseases are caused by the expansion of unstable nucleotide 

repeats. Repeats of sequences like (CAG)n present in different genes, can be responsible for 

various diseases of the central nervous system. Recently, an expanded hexanucleotide repeat 

(GGGGCC)n in the C9ORF72 gene has been characterized as the most frequent genetic cause 

of Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) and Fronto-Temporal Lobar Dementia (FTLD). In 

this study, we performed a genome-wide analysis in the Human genome and identified 74 

genes containing this precise hexanucleotide repeat, with a preference for a location in exon 1 

or intron 1, similar to the C9ORF72 gene. We chose to study two of these genes based on 

their function, NUB1 and MARCKSL1 in a French cohort of patients with ALS, but observed 

no abnormal expansion. We propose that 35 of these 74 genes may be considered as 

candidates in neurodevelopemental or neurodegenerative diseases, based on their function.  

 

1. INTRODUCTION 

 

 Several human diseases, and particularly neurological and neuromuscular diseases, are 

caused by the expansion of nucleotide repeats named microsatellites in different genes 

(Nelson et al., 2013). These DNA repeats seem to be predisposed to such expansion, perhaps 

because of unusual structural features. They are located in various regions of the genes, 

including promoters, 5’-or 3’-untranslated regions (UTR), coding sequences, and introns 

(Mirkin, 2007). For example, the exonic triplet repeats (CAG)n described in several genes 

encode expanded polyglutamine-repeats in proteins. This expansion is implicated in 

Huntington’s disease (HD), spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA), and spinocerebellar 

ataxia (He et al., 2010). The exonic triplet repeats (GCN)n also reported in several genes 

encode expanded polyalanine-repeats in proteins. Intronic trinucleotide repeats such as 

(GAA)n are observed in Friedreich’s ataxia (FRDA) for example. 5’UTR triplet repeats such 

as (CGG)n and 3’UTR triplet repeats such as (CTG)n are implicated in Fragile-X mental 

retardation (FRAXA) and myotonic dystrophy type 1 respectively. Other expansions are 

reported in myotonic dystrophy type 2 (CCTG)n, spinocerebellar ataxia type 10 (ATTCT)n 

and type 36 (GGCCTG)n.  

 

 Recently an hexanucleotide repeat expansion (GGGGCC)n located in the first intron of 

the C9ORF72 gene was identified as the most frequent mutation in Amyotrophic Lateral 
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Sclerosis (ALS) and Frontotemporal Lobar Degeneration (FTLD) (DeJesus-Hernandez et al., 

2011b; Gijselinck et al., 2012; Renton et al., 2011b). Non-expanded repeat size ranges from 2 

to 22 in the normal population. It generally exceeds 30 repeats in pathological populations. 

The (GGGGCC)n repeat is located in the first intron corresponding to two transcripts (1 and 3) 

of C9ORF72, and in the 5’UTR corresponding to a third transcript (2) (DeJesus-Hernandez et 

al., 2011b). The expansion of this repeat was associated with a reduction in C9ORF72 gene 

expression (van der Zee et al., 2013b), suggesting a haploinsufficiency mechanism. The 

function of the C9ORF72 protein is still unknown, but a role in autophagy and in vesicular 

trafficking was proposed based on homology searches (Levine et al., 2013b; Zhang et al., 

2012b). Two other disease mechanisms, both by toxic gain of function, have been proposed 

(Gendron et al., 2014; Haeusler et al., 2014). They are based on the observation that the 

expansion is also associated with a production of both sense and antisense transcribed 

expanded repeats ((5’GGGGCC3’)n  and (5’GGCCCC3’)n), which form RNA-G-quadruplex 

structures aberrantly interacting with various RNA-binding proteins (RBPs) and normal RNA 

in cells, and forming RNA foci (DeJesus-Hernandez et al., 2011b). These two repeat-

containing RNAs can also be the site of a non-AUG-initiated (RAN) translation leading to the 

production of toxic dipeptide-repeat containing proteins (Ash et al., 2013; Mori et al., 2013). 

This RAN mechanism was first described in trinucleotide repeat expansions in spinocerebellar 

ataxia 8 and myotonic dystrophy type 1 (Zu et al., 2011). The use of antibodies generated 

against putative GGGGCC repeat RAN-translated peptides detected neuronal inclusions 

throughout the central nervous system of patients with ALS/FTLD (Ash et al., 2013). 

 

 In this paper, we hypothesized that the hexanucleotide repeat (5’GGGGCC3’)n or its 

antisense sequence (5’GGCCCC3’)n, encoding RNA-G-quadruplex structures and/or 

expanded poly dipeptide-repeat proteins, could be present not only in C9ORF72, but also in 

other genes in the human genome. Similarly to what was observed in ALS/FTDP with 

C9ORF72, these repeats may be subject to expansion and cause neurological diseases. We 

analysed the presence and distribution of this hexanucleotide repeat (both sense and antisense 

sequences) in the whole human genome. Based on data on gene expression and function, we 

established a list of genes to further study by repeat-primed polymerase chain reaction (PCR) 

in neurological and neuromuscular diseases. We analysed two of them, MARCKSL1 and 

NUB1, in a French population of ALS patients. 
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2. METHODS 

 

The genome-wide analysis was done using the human genome assembly hg19. Only 

perfect repeats of three or more repeats were searched using an ad hoc pipeline. The precise 

location of the repeats in genomic regions such as promoters, introns and exons was identified 

using the genome browsers Ensembl and UCSC (Flicek et al., 2014; Kent et al., 2002). We 

assessed if this (GGGGCC)n pattern was statistically overrepresented in the human genome 

using a Monte Carlo test with 1,000 iterations.  

The expression and function of genes with (GGGCC) n repeats were analyzed using 

the gene annotation portal bioGPS (bioGPS.org) and Medline database (pubmed.org). 

Clinical data and blood samples were obtained from 200 patients with sporadic ALS. 

ALS was diagnosed according to the El Escorial World Federation criteria by physicians in 

the French ALS Study Group centers. DNA was extracted from peripheral blood samples 

using a standard procedure. All patients studied showed no mutation in the SOD1, TARDBP 

and FUS genes, and no expansion of the hexanucleotide repeat in the C9ORF72 gene. The 

analysis of repeats in C9ORF72 (positive control for repeat primed PCR), NUB1 and 

MARKSL1 genes was carried out by repeat-primed polymerase chain reaction (PCR) and gene 

scanning in a 3130xl Applied Sequencer with primers presented in supplementary table 1. The 

PCR reaction contained 300 ng of DNA, 5% dimethyl sulfoxide, 2mM dNTP (a substitution 

of 7-deaza-2-desoxy-GTP for dGTP), 0.15U of Pfu DNA polymerase (Promega), 0.2µM of 

Reverse (gene specific) and M13 primers, 0.3µM of a 6-FAM labeled Forward primer (gene 

specific), with an optimized cycling program adapted from DeJesus-Hernandez et al., 2011 

(13 cycles at Tm 65°C, 32 cycles at Tm 58°C). 

 

3. RESULTS 

 

3.1. Loci with repeats in the human genome. 

 A genome-wide analysis was performed to identify and locate all GGGGCC and 

CCCCGG hexanucleotide repeats in the human genome assembly hg19. The number of 

repeats of the hexanucleotide GGGGCC in C9ORF72 in the human genome of reference in 

Ensembl is 3. We therefore set the lower limit at 3 repetitions in our analysis. We found the 

repetitions GGGGCC or CCCCGG in 101 loci in the human genome. These repeats were not 

over-represented in the genome compared with randomly chosen six-bases repeats (p-value: 

0.096, Monte Carlo test with 1,000 iterations). Repeats were observed on all chromosomes 
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except chromosome 14 and Y (Figure 1A). The average number of repeats per chromosome 

was 4.6. 22 intergenic regions contained the repeats. They were considered intergenic 

sequences because of their location at more 1000 bp of a coding sequence. We considered in 

our analysis only perfect repeats, (GGGGCC GGGGCC GGGGCC) or (CCCCGG CCCCGG 

CCCCGG). These perfect repeats were often surrounded by very similar sequences, as for 

example GGGGCg in C9ORF72.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: (A) Number of GGGGCC or CCCCGG repeats on each chromosome of the Human 

genome; (B) Number of genes with repeats and localisation of these repeats. 

 

3.2. Genes with repeats in the human genome. 

 We next focused on repeats within genes in the human genome. We observed the 

repeats (GGGGCC)n or (CCCCGG)n, with n ≥ 3, in 79 genes distributed over all 

chromosomes, except chromosome 14, 21 and Y (Supplementary Table 2). We identified the 

(GGGGCC)n repeats in intron 1 of C9ORF72 gene, validating our bioinformatic analysis. For 

15 genes, repeats were located in proximity (<1000pb) of 5’ regions of coding sequences, 
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therefore in promoters. For 64 genes, repeats were in RNA coding sequences in translated or 

untranslated regions, such as UTRs and introns (Table 1, Supplementary Table 2). They were 

in intronic sequences for 31 genes (42% of the genes). We observed the repetitions mostly in 

the intron 1 (23 genes) compared to other introns, as in C9ORF72 involved in ALS/DFT, 

butthis was mainly due to the large size of this first intron inmany genes. Indeed the 

repetitions were not more frequent in the intron than in other regions of the genes if we take 

into account the length of exons and introns (p=0.48). 

 

Table 1: Genes containing hexanucleotide repeats expressed in the central nervous system or 

neuromuscular system. 

  

 23 genes (29%) contained the repeats in exons, and again mostly in the first exon (20 

genes). For 7 of them the repeats were in the translated coding sequence, and in a 

hydrophobic region of the protein (Table 1, Supplementary Table 2). This region was formed 

of perfect repeats and surrounded by sequences highly similar to the repeats. For example, the 
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coding sequence of the gene TAF4 contains 5 perfect repeats (CCCCGG) surrounded by three 

highly similar sequences, encoding in the protein a hydrophobic domain of 8 repeats of the 

dipeptide Glycine-Proline. These 7 genes were STK39 (Ala-Pro)4, FGF2 (Gly-Arg)3, RRP36 

(Ala-Gly)4, CDKN1C (Ala-Pro)8, PAPD5 (Ala-Pro)3, RBM12 (Gly-Pro)6 and TAF4 (Gly-

Pro)8.  

 

3.3. Genes with repeats expressed in the nervous and neuromuscular systems 

 From the list of 74 genes we extracted all genes expressed in the central nervous 

system or in muscles (bioGPS.org), and with known functions (Table 2) (Wu et al., 2009). 

The 36 selected genes were located on 18 chromosomes, with 5 genes in 19q13.  

 

 The majority of them could be grouped into 4 functional families. 10 genes are 

involved in neuronal differentiation, migration and maturation (Table 1). For example 

CDKN1C negatively controls the expansion of cortical intermediate progenitor cells. It is 

directly regulated by ARX, a gene whose mutations are found in disorders with epilepsy and 

intellectual disability (Colasante et al., 2013). 12 genes are involved in neuronal or muscle 

excitability. For example SNC4A gene encodes a skeletal muscle sodium channel. It is 

mutated in several muscle disorders characterized by episodic abnormalities of membrane 

excitability (McClatchey et al., 1992). Five genes encode proteins of the Ubiquitin pathway, 

such as ARID1B and HUWE1, and thus are involved in regulating the half-life or function of 

proteins. ARID1B encodes a protein of an E3 ubiquitin ligase complex member of the 

SWI/SNF-A chromatin-remodelling complex. Its haploinsufficiency is a cause of Intellectual 

disability (Hoyer et al., 2012; Li et al., 2010) . Duplication or point mutations in HUWE1, 

encoding an E3 ubiquitin ligase regulating axon branching, also contribute to intellectual 

disability (Froyen et al., 2008; Vandewalle et al., 2013). The fourth family contains 5 genes 

involved in the regulation of RNA or in cell death. For example, the protein product of 

TFDP1 negatively regulates the neuroprotective function of Cdk5 kinase in mature neurons 

(Zhang and Herrup, 2011). These data together support the idea that other genes than 

C9ORF72 could be candidate genes to be tested by repeat-primed PCR in diseases of the 

central nervous system. 

 

3.4. Genetic analysis in Amyotrophic lateral sclerosis 

 Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most common adult-onset motor neuron 

disorder. Considerable progress has been made in identifying the genetic aetiology of ALS 
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(Renton et al., 2014). Given their expression pattern and their functions, we considered the 

possibility that the genes NUB1 (7q36.1) and MARCKSL1 (1p35.1) could be valuable 

candidate genes to analyse in ALS. NUB1 encodes the negative regulator of Ubiquitin-like 

protein-1 that suppresses Lewy body-like inclusions, abnormal aggregates of proteins that 

develop inside nerve cells in ALS (Tanji et al., 2006). MARCKSL1 is highly expressed in 

spinal cord and encodes the myristoylated alanine-rich C kinase substrate implicated in 

cytoskeletal plasticity during nerve degeneration (Björkblom et al., 2012; McNamara and 

Lenox, 2000). NUB1 and MARCKSL1 contain 3 GGGGCC repeats in their intron 1 in the 

human genome of reference, as C9ORF72. We analysed the presence of a hexanucleotide 

repeat expansion in NUB1 and MARCKSL1 by repeat-primed PCR and gene scanning in 200 

unrelated sporadic ALS patients. We identified no profile of expansion of the hexanucleotide 

repeat in both genes in our ALS population (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 (A) Schematic representations of the NUB1 and MARCKSL1 genes, with 

hexanucleotide repeats (n=3) located in the first intron. (B) Genescan analysis of products 

from repeat-primed PCR reactions on regions containing the GGGCC repeats in C9ORF72 

(positive control; ALS patient with more than 30 repeats), NUB1 and MARKSL1 genes.  

 

4. DISCUSSION 

 

 Instability characterized by the expansion of simple DNA repeats are involved in more 

than 30 human hereditary disorders to date, and the list is still growing (Mirkin, 2007). A 

particular repeat expansion such as (CAG)n resulting in polyglutamine run in proteins was 

observed in many genes and implicated in several diseases. One of the most recent 
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observations is the expansion of a hexanucleotide repeat in C9ORF72 and its implication in 

ALS and FTD (DeJesus-Hernandez et al., 2011b; Gijselinck et al., 2012; Renton et al., 

2011b). Disease mechanisms associated with this particular repeat expansion emerge. They 

include RNA toxicity and abnormal translation of expanded repeat sequences (poly-

dipeptides).  Here, we present a list 74 genes in the human genome that contain a 

hexanucleotide repeat (GGGGCC or reverse sequence), with many of them expressed in the 

central nervous system or in muscles and valuable candidates in neurological diseases. 

  

 The mechanism of instability of this type of hexanucleotide repeat expansion is still to 

be characterized. Studies on C9ORF72 support the idea that a de novo pathological expansion 

does not exist(Beck et al., 2013; Ratti et al., 2012; Smith et al., 2013). Further studies will 

indicate whether or not the hexanucleotide repeats in C9ORF72 are instable and if 

intermediate repeat length (n=20-30) may be pathological (Byrne et al., 2014). Interestingly, 

small deletions appear significantly enriched in the region directly flanking the C9ORF72 

repeat in carriers of expanded repeats (van der Zee et al., 2013b). The consequence is an 

extension of the perfect repeats (GGGGCC) surrounded with imperfect ones, and 

consequently a higher vulnerability to expansion by strand slippage for example. In our list of 

79 genes, we observed that many genes contained GC-rich low complexity sequences and 

imperfect repeats flanking the perfects ones.  

 

Disorders of the nervous system characterized by expansion of a  nucleotide repeat 

account for a number of neurodeveloppemental and neurodegenerative diseases. It is 

interesting to note that our screening identify several genes already involved in neurological 

diseases. Abnormalities in these genes consist mainly in point mutations and copy number 

variants. For example abnormalities in HUWE1 (E3 ubiquitin ligase) and ARID1B (epigenetic 

modifier of chromatine structure) are associated with intellectual disability (Backx et al., 

2011; Froyen et al., 2008; Santen et al., 2012). In patients with epilepsy mutations are 

observed in CACNA1H and HCN2 encoding respectively the Cav3.2 T-type Ca2+ channel 

and the hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 2 (Chen et al., 2003; 

Eckle et al., 2013; Nakamura et al., 2013; Tang et al., 2008). Mutations in the adult skeletal 

muscle sodium channel gene SCN4A are responsible for periodic paralysis and myotonic 

disorders (Ptácek et al., 1991; Yoshinaga et al., 2012). The presence of hexanucleotide repeats 

in these genes, often in their 5’ region such as in C9ORF72, suggests that it could be of 
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interest to look for their possible expansion in patients with these clinical signs of diseases but 

without classical mutations in these genes. 

 

We observed the hexanucleotide repeats in 29 other genes non-genetically involved in 

diseases so far. However, several of them are interesting candidates for diseases of the 

nervous system. We studied NUB1 and MARCKSL1 genes by repeat-primed PCR in a cohort 

of sporadic ALS patients and found no repeat expansion. It would be of interest to continue 

this study in larger cohorts and particularly in cohorts of familial ALS patients, as well as in 

patients with other neurodegenerative diseases. Indeed, recent studies have shown that the 

protein of the ubiquitin pathway NUB1, known to suppress Lewy body-like inclusions, is a 

suppressor of mutant huntingtin toxicity and reduces tau aggregation (Lu et al., 2013; Richet 

et al., 2012; Tanji et al., 2006). TTP and RRP36 are two other interesting genes because of 

their direct implication in RNA homeostasis, a major emerging theme is neurodegeneration 

(Renoux and Todd, 2012). TTP encodes an AU-rich element binding protein that regulates the 

stability of many mRNA and is present in stress granules in tauopathies (Vanderweyde et al., 

2012). RRP36 encodes the Ribosomal RNA processing 36 homolog involved in early 

cleavage of pre-rRNA (Gérus et al., 2010). We also noted two very interesting genes encoding 

synaptic proteins to study in neurodevelopmental diseases. SHARPIN encodes a postsynaptic 

density protein involved in ubiquitination and directly interacting with the shank family of 

proteins (Lim et al., 2001). BAI-1 encodes a synaptic receptor that activates the Rho signaling 

pathway implicated in intellectual disability (van Bokhoven, 2011; Stephenson et al., 2013). 

  

 Our results indicate that C9ORF72 is not the only gene in the Human genome 

containing the same hexanucleotide repeat whose expansion which is implicated in ALS/FTD. 

The discovery of this expansion in ALS required to analyse intronic regions and to use a 

repeat-primed PCR protocol. The present study provides indirect support for the idea that 

hexanucleotide repeat expansions could affect other genes in the genome. Our 35 selected 

genes can be used as a list of candidate genes to study not only by DNA sequencing but also 

by repeat-primed PCR in several diseases of the nervous system. 
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Audrey DANGOUMAU 

Etude de la voie de la SUMOylation dans la Sclérose Latérale 

Amyotrophique associée à des mutations de SOD1 

 

La sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative des 

motoneurones impliquant des facteurs environnementaux et génétiques. Notre étude porte sur 

l’étude des relations entre la voie de la SUMOylation post-traductionnelle des protéines et les 

effets du stress oxydant et de mutants SOD1. 

 Nous montrons tout d’abord que 2 nouveaux mutants, SOD1
V31A

 et SOD1
E121G

 

identifiés chez des patients SLA à évolution lente, entraîne la formation d’agrégats cellulaires 

Ub/SUMO dans la formation des agrégats était suggérée. Nous montrons 1) que les NSC-34 

exposées à un stress oxydant et exprimant SOD1 mutée présentenet une modification 

d’expression de plusieurs gènes des voies de l’Ub/SUMO ; 2) que l’expression de SOD1 

mutée réduit le pool de protéine SUMO-1 libre dans les cellules motoneuronales, possible 

conséquence d’une séquestration dans les agrégats ; 3) qu’inhiber la SUMOylation de SOD1 

mutée réduit la quantitié de cellules avec agrégats. 

 Nos résultats indiquent qu’une meilleure connaissance de la voie de SUMO pourrait 

conduire à de nouvelles cibles thérapeutiques intéresssantes dans la SLA. 

Mots clés : SLA, motoneurones, SOD1, agrégats, SUMO, ubiquitine 

 

 

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease of motor 

neurones involving a combination of environmental and genetics factors. Ours work focuses 

on the relathionship between the SUMOylation pathway and the effects of oxidative stress 

and SOD1 mutants. 

 We first show that 2 neuw mutants, SOD1V31A and SOD1E121G identified in ALS 

patients with a slowly progressive disease, induce the formation of Ub/SUMO positive 

aggregates in motor neuronal cells NSC-34. The implication of the Ub/SUMO pathways has 

been proposed in the formation of aggregates in ALS. We show 1) modification of expression 

of several genes of the Ub/SUMO pathways in NSC-34 exposed to oxidative stress and 

expressing various mutated SOD1 proteins; 2) that the expression of mutants SOD1 reduces 

free-SUMO1 concentration in motor neuronal cell, perhaps by a sequestration in aggregates; 

3) that the inhibition of SUMIylation of various mutants SOD1 reduces the amount of cells 

with aggregates. 

 Our results support further studies on the SUMO pathway that may lead to new 

therapeutics targets in ALS. 

Keywords: ALS, motor neuron, SOD1, aggregates, SUMO, Ubiquitin 

 


