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Résumé

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative due a
une dégénérescence des motoneurones. Plus de 40 mutations du géne TARDBP ont été
identifiées chez des patients SLA. Les défauts biochimiques de ces mutations étant encore
inconnus, les modeles animaux sont présentement la seule mesure possible d’un phénotype.
Pour étudier les conséquences physiopathologiques d’une de ces mutations, nous avons
développé deux lignées transgéniques de poisson zébré, exprimant le géne humain
TARDBP soit de type sauvage, soit avec la mutation G348C liée a la SLA, sous le contrdle
d’un promoteur de choc thermique. Ces lignées ont été étudiées sur trois générations, apres
avoir ¢établi un protocole de choc thermique induisant une expression ubiquitaire du
transgene. Les embryons transgéniques de la génération F2 de la lignée exprimant la
mutation développent un phénotype moteur suite & un choc thermique de 38.5°C pendant
30 minutes lorsque les embryons sont a 18 heures post-fertilisation. 60% des embryons ont
une réponse anormale au toucher. De plus, une réduction de 28% de la longueur de pré-
branchement des axones des motoneurones est observée. Ces résultats indiquent que notre
lignée exprimant la protéine mutante TDP-43 est un modéle génétique de la SLA
prometteur, qui ouvre des perspectives pour la compréhension de la physiopathologie de la

maladie et la découverte de molécules thérapeutiques.

Mots-clés : Sclérose latérale amyotrophique, SLA, TARDBP, TDP-43, Poisson z¢br¢,

motoneurone
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease due to
motoneurons degeneration. More than 40 mutations of the gene TARDBP, coding for the
protein TDP-43 have been found in ALS patients. As the biochemical defects of these
mutations are not known, in vivo models are currently the only windows onto the
pathology. To study the pathophysiological consequences of one of these mutations, we
have generated two stable zebrafish transgenic lines, expressing the human gene TARDBP,
either the wild-type version, or the G348C mutated version linked to ALS, under the
control of a heat shock promotor. These lines were studied for three generation, after
establishing a heat shock protocol sufficient to induce a ubiquitous expression of the
transgene. The transgenic embryos of the F2 generation of the line expressing the mutant
protein develop a motor phenotype after a 38.5°C heat shock for 30 minutes when the
embryos are 18 hours post-fertilization. 60% of these embryos have an abnormal touch
escaped evoked response, and a 28% reduction of the pre-branching axonal length of the
motoneurons axons. These results indicate that our line expressing the mutant TDP-43
protein is a promising genetic model of ALS, opening perspectives for the

pathophysiological understanding of the disease, and the discovery of new therapeutics.

Keywords : Amyotrophic lateral sclerosis, ALS, TARDBP, TDP-43, Zebrafish,

Motoneuron
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1. Introduction



1.1 Sclérose latérale amyotrophique

1.1.1. Définition

La sclérose latérale amyotrophique (SLA), aussi appelée maladie de Charcot en
France ou maladie de Lou Gehrig en Amérique du Nord, est une maladie neurodégénérative
due a une dégénérescence sélective des motoneurones centraux et périphériques sans
atteinte des fonctions sensorielles ou autonomes. Chez une minorité de patients, cette
pathologie est aussi accompagnée d’une atteinte cognitive. Les premiers symptomes de la
maladie apparaissent en général vers 50-60 ans et ménent & une paralysie progressive
générale. La mort survient dans les 2 a 5 ans aprés le diagnostic par insuffisance

respiratoire. Aucun traitement curatif n’est présentement disponible [1].

1.1.2 Historique

La deuxiéme partic du 19°™ siécle voit se développer une nouvelle approche
clinico-pathologique pour décrire et classifier les maladies. Plusieurs médecins européens
commencent a étudier des maladies affectant le systéme moteur, liant les signes cliniques
aux découvertes effectuées lors de 1’autopsie. Cette nouvelle approche va révolutionner la
nosologie (criteéres de classification des maladies), et est encore utilisée aujourd’hui pour
classifier les maladies. L’un des défis rencontrés était de réussir a séparer les maladies dues
a une déficience du systeme musculaire, de celles dues a une déficience du systéme
nerveux moteur. Plusieurs maladies maintenant inclues dans le terme général de maladies
des motoneurones ont été décrites pour la premiere fois pendant cette période, comme
I’atrophie musculaire progressive [2], ou encore la maladie de Charcot-Marie-Tooth [3, 4].
Ces différentes pathologies résultent d’une atteinte soit des motoneurones centraux, soit des

motoneurones périphériques, et dans le cas de Charcot-Marie-Tooth, on note une

composante sensorielle.

C’est en 1869 que Jean-Marie Charcot publie ses observations de cas montrant une atteinte
simultanée des motoneurones centraux et périphériques, sans atteinte sensorielle [5]. En

1874, Charcot compléte ses observations et nomme pour la premiére fois cette pathologie la



sclérose latérale amyotrophique, donnant une description détaillée de 1’histoire naturelle de
la maladie, qui est encore aujourd’hui d’actualité¢ [6]. En 1941, la mort due a la SLA de
Henri Louis Gehrig, dit Lou Gehrig, un joueur de baseball des Yankees de New York
marque suffisamment la population nord-américaine pour donner son surnom a la maladie.
La SLA est maintenant couramment appelée maladie de Lou Gehrig en Amérique du Nord.

De 1869 a 1993, c’est la seule nouveauté que connue cette maladie.

En 1993, la découverte de mutations dans le gene codant pour 1’enzyme Cu/Zn
superoxyde dismutase 1 (SOD1) est un point tournant dans la recherche sur la SLA [7] et
permet un début de compréhension de la pathogénése et de la physiopathologie de la
maladie, entre autre grace a 1’établissement des premiers modéles animaux de la SLA.
Cette découverte meéne au seul traitement efficace a ce jour, le riluzole [8]. La découverte
dans les derni¢res années d’autres geénes impliqués dans la maladie, en particulier les génes
TAR DNA binding protein (TARDBP) [9-15] et Fused in sarcoma (FUS) [16, 17] et plus
récemment les génes Ubiquilin 2 (UBQLN2) [18] et Chromosome 9 open reading frame 72
(C90ORF72) 19, 20] permet d’avancer nos connaissances de la pathologie moléculaire de la
SLA, a condition d’arriver a comprendre la fonction et les défauts causés pas les mutations

de ces genes dans la maladie.

1.1.3 Epidémiologie

Les similarités entre les différentes maladies des motoneurones rend difficile un
diagnostic clair de la SLA et donc I’acquisition de données épidémiologiques. En 1994, les
critéres de diagnostic El Escorial pour la SLA ont été développés par la fédération mondiale
de neurologie [21]. Ces critéres ont été révisés en 1998 pour souligner I’importance des
tests en laboratoire et ont ¢été re-nommés les critéres Airlie House [22]. En 2008, de
nouvelles révisions ont ¢été ajoutées pour prendre en compte ['utilisation de la
neurophysiologie dans la catégorisation du diagnostic et ces nouveaux critéres nommes
Awaji-Shima [23] ont permis d’augmenter la sensibilité de diagnostic sans augmenter le

nombre de faux-positifs [24]. Malgré tout cela, le diagnostic lui-méme est réalisé par



exclusion, 9 a 15 mois en moyenne apres les premiers symptomes et est confirmé de facon

post-mortem uniquement [25].

Des données récentes indiquent que l’incidence de la SLA dans les pays
occidentaux est en moyenne de 1,5 a 2,5 cas pour 100 000 personnes par année dans les
pays Européens et aux Etats-Unis et le risque de développer la maladie de 1:400 [26, 27]
Cependant, 1’ethnicit¢ semble avoir une influence sur I’incidence, les pays asiatiques,
africains et hispaniques ayant une incidence inférieure [28]. Au Canada, peu de données
sont disponibles a I’échelle du pays. Cependant, des études en Nouvelle-Ecosse, Ontario,
Terre-Neuve et Labrador indiquent une incidence de 2 cas pour 100 000 personne par année
en moyenne, et ce depuis 30 ans dans le cas de la Nouvelle-Ecosse. De plus, la prévalence
serait d’environ 5 a 7 cas pour 100 000 [29]. Les hommes semblent étre plus touchés que

les femmes, le ratio homme/femme étant de 1,3 environ [26, 27].

1.1.4 Histoire naturelle de la maladie et traitements

L’age moyen de d’apparition des premiers symptomes de la SLA typique est autour
de 55-65 ans et bien que la progression de la maladie varie en fonction des patients et de
leur étiologie, 60% des patients décedent dans les 3 ans apres I’apparition des premiers
symptomes et seulement 10% des patients restant survivent plus que huit ans. La majorité
des patients décedent dans les 2 a 5 ans apres le diagnostic, en général d’une insuffisance

respiratoire [1, 30].

La maladie est en général caractérisée par le lieu d’apparition des premiers symptomes.
Dans 65% des cas, les membres distants sont les premiers touchés et la maladie est dite de
forme spinale. Dans 30% des cas, les premiéres manifestations sont dans la région buccale,
consistant en un défaut d’élocution (dysarthria) ainsi que d’un défaut de déglutition
(dysphalgie), les muscles de la langue étant les premiers affectés. Pour les 5% de cas
restant, les premiers symptomes sont d’ordre respiratoires, causant deés le début de la
maladie des difficultés a respirer (dyspnée), en particulier en position allongée (orthopnée)

[27, 31]. La forme spinale a le meilleur prognostic, suivi de la forme bulbaire puis



respiratoire [32]. Le déroulement de la maladie dépend du site d’apparition des premiers
symptomes, les motoneurones ¢étant affectés de fagon séquentielle [33]. Les symptomes, en
général asymmétriques, soulignent la perte des motoneurones centraux et périphériques en
se manifestant sous la forme de crampes, une faiblesse et une atrophie musculaire, des
dénervations et parfois des fasciculations, en particulier dans les cas bulbaires (symptomes
des motoneurones périphériques), ainsi qu’une spasticité et hyperréflexie (symptomes des
motoneurones centraux). La progression des symptdmes est inéluctable, provoquant une
paralysie progressive générale. La condition des patients devient critique suite a la
dénervation des muscles respiratoires, entrainant une insuffisance respiratoire [1]. Les
fonctions cérébrales sont généralement conservées chez les patients souffrant de la SLA.
Cependant, environ 15% des patients souffrent aussi de démence fronto-temporale [34].
Les nerfs oculomoteur commun et abducens, responsables en partie des mouvements
extraoculaires, ainsi que le nerf pudendal, responsable du controle des régions génitales
masculines et féminines, sont généralement épargnés dans les cas de SLA, permettant aux
patients d’utiliser les mouvements de leurs yeux pour communiquer, et de garder le
contrdle de leur vessie et de leurs intestins [35, 36]. Presque 20 ans aprés la découverte du
premier géne impliqué dans la SLA [7], et plus de 30 essais cliniques de phase II et I1I [37],
le riluzole [8] reste le seul médicament ayant un effet modeste sur 1’espérance de vie des
patients. Cet effet reste trés modeste, de 2 a 4 mois en moyenne [38, 39]. Les soins
consistent principalement a traiter les symptomes causés par la dégénérescence des
motoneurones, a améliorer la prise en charge des fonctions respiratoires et nutritionnelles
des patients [31, 40]. L’effet modeste du riluzole souligne I’importance de découvrir des

médicaments plus efficaces.

1.1.5 Etiologie

Environ 90% des cas de SLA semblent étre de nature sporadique (SLAs — SLA
sporadique), tandis que les 10% de cas restant ont une composante héréditaire (SLAf —

SLA familiale). Cependant, il n’y a pas de différence dans la présentation des symptomes,



ni dans ’histoire naturelle de la maladie entre les deux formes de SLA [41]. De plus, le
riluzole exerce un effet bénéfique chez les patients présentant 1’une ou ’autre des formes

[39].

Les causes de la SLAs sont variées et le plus souvent inconnues, un ensemble de
facteurs génétiques et environnementaux se combinant pour augmenter le risque de
développer la maladie [42]. Plusieurs études ont été réalisées pour étudier 1’influence que
différents facteurs environnementaux et génétiques peuvent avoir. S’il est maintenant
accepté que les individus agés entre 55 et 65 ans, ceux de sexe masculin ainsi que
probablement les fumeurs sont le plus a risque, I’influence d’autres facteurs comme le
stress physique, d’autres facteurs tels que 1’exposition aux pesticides ou I’exercice d’une
activité physique intense sur le long terme reste incertaine, une grande partie des études
réalisées souffrant d’un échantillonnage trop faible, d’une méthodologie discutable et d’un

manque de reproductibilité [43].

En plus des facteurs génétiques non mendéliens [44], plusieurs génes ont été liés a la SLAs.
Parmi eux, les génes SODI [45], neurofilament heavy polypeptide [46], angiogenin [47,
48], vascular endothelial growth factor [49], TARDBP [11-13], FUS [50], UBQLN2 [18] et
C90ORF'72 [51], dont les mutations pourraient représenter jusqu’a 20-25% des cas de SLAs
[44, 52].

Il est intéressant de noter que tous les génes mutés dans les cas de SLAs sont aussi
retrouvés mutés dans des cas de SLAf [44]. De nombreux geénes ont été liés a la SLAT et
parmi les 15 présentement identifiés, SODI [7], TARDBP [11-13], angiogenin [47, 48],
valosin-containing protein [53], FUS [16, 17] et C9ORF72 [19, 20] sont responsables de

cas classiques de SLA avec une transmission mendélienne traditionnelle.

Le premier gene identifié en 1993 est SODI [7], qui code pour I’enzyme Cu/Zn
superoxyde dismutase 1. Plus de 166 mutations ont été identifiées et sont responsables de
10 a 20% des cas de SLAf. Les mutations sont variées et se retrouvent sur toute la séquence

de la protéine, pouvant affecter la structure, 1’activité enzymatique et la stabilité de la forme



native de SODI1. Les formes mutées de SODI1 causent une toxicité spécifique aux
motoneurones, bien que SODI soit présente de fagon ubiquitaire dans 1’organisme. Huit
mécanismes différents de toxicité amenant a la dégénérescence des motoneurones ont été
identifiés, opérant a travers des voies incluant les métabolismes de I’ADN et de I’ARN, les
mitochondries, les neurofilaments et le transport axonal et différentes organelles cellulaires
[54]. Cette hétérogénéité des mécanismes de toxicit¢ de SOD1 mutée souligne les
difficultés auxquels se heurtent les scientifiques essayant de comprendre la pathogénése de

la SLA et de trouver un traitement pour la maladie.

La découverte de la présence de TDP-43, la protéine codée par le géene TARDBP, dans les
inclusions cytoplasmiques retrouvées dans les neurones des patients de SLA [9, 10] a
permis de lier le géne TARDBP a la maladie. Depuis, 44 mutations de TARDBP
(http://www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations et [55]) ont été découvertes, comptant pour

4%-6% des cas de SLAT et environ 1%-2% des cas de SLAs [56, 57]. Cette découverte a

permis I’identification du géne FUS, codant pour la protéine FUS, et dont des mutations ont
aussi €té liées a la SLA [16, 17]. TDP-43 et FUS sont deux protéines a la structure et aux
fonctions similaires, impliquées entre autre dans le métabolisme de I’ARN et la réponse au
stress [58]. Des formes mutantes de ces génes ont été liées non seulement aux formes de
SLA classiques, mais aussi a la SLA avec une composante de démence fronto-temporale,
ainsi qu’a la démence fronto-temporale seule ou liée au Parkinson [59-61]. Cependant, les
effets de ces mutations sur la fonction de ces genes et donc leur role dans la SLA restent
encore inconnus. L’intérét du laboratoire Drapeau dans ces deux génes est motivé par le
développement de modeles in vivo, ainsi que I’implication de ces deux geénes dans d’autres
maladies. Mon projet de maitrise se concentrait sur TARDBP, afin de mieux comprendre

son fonctionnement et son potentiel comme cible thérapeutique.


http://www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations�

1.2 TARDBP

1.2.1 Structure du géne TARDBP

Le gene TARDBP (NM _007375), constitué¢ de six exons, est localisé au niveau du
locus 1p36.22 [62]. Les exons 2 a 6 codent pour la protéine TDP-43 et le géne TARDBP est

conserveé des invertébrés aux mammiferes [63].

1.2.2 Protéine TDP-43

1.2.2.1 Structure de la protéine

La protéine TDP-43, constituée de 414 acides aminés et ayant un poids moléculaire
de 43 kDa, est présente de fagon ubiquitaire dans I’organisme, sous forme d’homodimeére
[64]. Comme d’autres membres de la famille des ribonucléoprotéines nucléaires
hétérogénes (hnRNP), elle posséde deux domaines de reconnaissance a ’ARN nommés
RNA Recognition Motif 1 et 2 (RRM1 et RRM?2), ainsi qu'un domaine riche en glycine
situ¢ en C-terminus. Un signal de localisation nucléaire bipartite (Nuclear localisation
signal — NLS) situé¢ dans le N-terminus ainsi qu’un signal d’exportation nucléaire riche en
leucine (Nuclear export signal — NES) situé¢ dans le RRM2, lui permettent de voyager entre
le noyau et le cytoplasme [65, 66] (Figure 1).



G348C
NLS NES

B RRM1 | [RRM2

Figure 1. Structure de la protéine TDP-43. La protéine TDP-43 poss¢de deux motifs de
reconnaissance a ’ARN, RRM1 et RRM2, ainsi qu’une région riche en glycine située en
région C-terminale et ou se trouve la majorité¢ des mutations liées a la SLA. Un signal de
localisation nucléaire (NLS) est situ¢ en région N-terminale et un signal d’exportation
nucléaire (NES) est situé¢ dans le RRM2. RRM : RNA recognition motif ; SLA : sclérose

latérale amyotrophique ; NLS : nuclear localisation signal ; NES : nuclear export signal.

Le RRM1 est requis non seulement pour la liaison a I’ARN mais aussi a I’ADN [63,
65, 67], tandis que le RRM2 semble lui étre principalement impliqué dans le remodelage de
la chromatine et la dimérisation de TDP-43 [67, 68]. La région N-terminale n’est pas
encore compleétement caractérisée, mais aurait un role fonctionnel dans I’exclusion des
exons [69]. Le domaine riche en glycine joue un role dans différents aspects de 1’épissage,
tandis que la région C-terminale en général est responsable des interactions protéine-
protéine, incluant les interactions avec d’autres hnRNPs [63]. Le C-terminus de TDP-43
contient plusieurs sites de phosphorylation [70], et la séparation sur gel SDS-PAGE de
TDP-43 donne lieu a un doublet de 43 kDa et 45 kDa, consistant avec un état phosphorylé
[9, 10]. Deux sites de reconnaissance de clivage par la Caspase-3 sont localisés au niveau
des acides aminés 86-89 et 216-219, donnant lieu respectivement a des fragments de 37
kDa et 25 kDa. Ces fragments peuvent aussi étre obtenus par une digestion
a la RNAse [69, 71]. La structure de TDP-43 nous donne donc un apercu des roles variés

que cette protéine peut jouer dans différentes fonctions cellulaires.
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1.2.2.2 Fonctions de la protéine TDP-43

Fonctions physiologiques de TDP-43

Pour déterminer les fonctions physiologiques de TDP-43, plusieurs modeéles

cellulaires et animaux n’exprimant pas ou peu la protéine ont été¢ générés.

Des cellules ayant une réduction dans I’expression de TDP-43 voient le niveau de plusieurs
facteurs de proliférations altérés, en particulier ceux associés a la protéine rétinoblastome
qui est essentielle dans le contrdle du cycle cellulaire, de la différentiation cellulaire, ainsi
que dans la maintenance et 1’intégrité du génome. Ce changement est accompagné par une
morphologie nucléaire altérée et par I’augmentation du nombre de cellules mourant par
apoptose [72]. Chez le C. elegans, le knockout de tdp-1, I’orthologue de TARDBP, ne cause
aucun défaut de développement [73, 74]. Cependant, chez la drosophile, la perte de tbph,
I’orthologue de TARDBP est létale [75] ou semi-létale [76-79]. Les individus survivants
montrent une perte axonale suivie de la mort des motoneurones [78], ainsi qu’une
locomotion anormale et des défauts au niveau des jonctions neuromusculaires,
accompagnés d’une réduction de leur durée de vie [76, 77]. Chez I’embryon de poisson
zébreé, le knockdown de 1’orthologue de la protéine TDP-43 cause aussi un défaut de
locomotion accompagné d’une arborisation surnuméraire et prémature des axones des
motoneurones [80]. Plusieurs souris null pour Tardbp ont été générées. Les souris Tardbp™
meurent tot lors de 1’embryogénése [81-83], tandis que les souris Tardbp™ survivent et se
développent normalement, malgré 1’apparition d’une faiblesse musculaire liée a 1’age. Cette
différence marquante entre les souris 7 ardbp'/ “et Tt ardbp” " est probablement liée au fait que
TDP-43 autorégule son expression, permettant aux souris Tardbp’™ d’avoir un niveau

d’expression de Tdp-43 normal [84].

Ces expériences montrent que TDP-43 joue un role important dans le
développement embryonnaire et la durée de vie des organismes, ainsi que dans la régulation
des terminaux synaptiques et dans la locomotion. Une étude protéomique a montré que

TDP-43 fait parti de deux réseaux dans la cellule : un premier réseau li¢ aux hnRNPs,
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compos¢ de protéines nucléaires régulant 1’épissage et le métabolisme de ’ARN ; et un
deuxiéme réseau cytoplasmique régulant la traduction de I’ARNm, li¢ aux facteurs de

transcriptions, d’élongations et aux sous-unités ribosomales [85].

Role nucléaire de TDP-43 : régulation des génes et du métabolisme de ’ARN

Dans le noyau, TDP-43 est localisée au niveau de structures appelée les TDP
Bodies, qui ainsi que dans les fibres de périchromatine [86], plagant TDP-43 1a ou ont lieu
la transcription et 1’épissage, ainsi qu’au sein d’un réseau régulant le triage et 1’adressage

des différents facteurs nucléaires.

C’est d’abord comme facteur de transcription que TDP-43 a été¢ découvert en 1995. Ou et
collégues ont montrés que la protéine se lie a une séquence riche en motifs pyrimidiques de
I’ADN de la Transactive response via ses domaines RRMs, réprimant 1’expression de la
répétition terminale longue (LTR — long terminal repeat) du virus immunodéficient humain
1 [87]. C’est de ce premier role que lui vient son nom, Transactive response (TAR) DNA-
binding protein — TARDBP et TDP. TDP-43 réprime aussi I’expression du gene de la
protéine de sperme acrosomique SP-10 dans les tissus somatiques, et cette régulation
nécessite non seulement la présence du RRM1, mais aussi celle du C-terminus [88]. En
plus de son réle comme facteur de transcription, TDP-43 régule 1’épissage de plusieurs
ARN tels que ceux de la Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)
[89], de I’apolipoprotéine A-II [90], de la kinase cycline dépendante 6 [72] et de Survival
of Motor Neuron 2 (SMN2) [91]. TDP-43 peut aussi réguler 1’épissage de concert avec
d’autres protéines. Ainsi, TDP-43 interagit directement avec la protéine SMN qui est
impliquée dans 1’assemblage du spliceosome, le site ou a lieu le phénomene d’épissage
[91]. TDP-43 participe aussi a un complexe de hnRNPs dont les fonctions incluent
I’inhibition de 1’épissage d’exons. Cette association passe par la hnRNP A2 qui se lie au C-
terminus de TDP-43 [92]. La protéine FUS, impliquée dans la SLA, se lie aussi directement
a TDP-43 via le C-terminus, et ensemble ils co-régulent ’ARNm du geéne histone

deacetylase 6 [93]. Enfin, TDP-43 est impliquée dans la biogénése des microARN
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(miARN) [94, 95]. Une déplétion de TDP-43 dans le noyau entraine une diminution
spécifique de let-7b, une famille de miARN importante pour la différenciation cellulaire
[95]. De plus, TDP-43 est associée au complexe DROSHA, qui est impliqué dans la
biogénese des miARN primaires [94]. TDP-43 agit donc dans la régulation de 1’épissage de
plusieurs genes et a un role direct ainsi qu’indirect sur la biogénése de I’ARN. Cependant,
le réle de TDP-43 dans le métabolisme de I’ARN ne se limite pas au noyau et se poursuit

dans le cytoplasme.

Fonctions cytoplasmiques de TDP-43 : métabolisme de ’ARN et stress cellulaire

La localisation de TDP-43 dans la cellule est régulée par ses domaines de NLS et
NES. Effectivement, si le NLS de TDP-43 est défectif, une accumulation cytoplasmique de
TDP-43 est obtenue. Inversement, si le NES est non fonctionnel, il y a une augmentation de
TDP-43 nucléaire [96]. Cependant, 1’état transcriptionnel de la cellule peut aussi avoir une
influence sur le transport nucléaire. Ainsi, I’inhibition de la transcription par un inhibiteur
de ’ARN polymérase II résulte en une accumulation cytoplasmique de TDP-43, indiquant
qu’'une synthése continue d’ARNm est nécessaire pour son transport [68]. De plus,
’altération du RRM1, empéche la liaison a ’ARN et a I’ADN et résulte en une distribution
cellulaire incorrecte de TDP-43 [68]. Ces résultats suggerent un rdle dans le transport de
I’ARNm. Effectivement, TDP-43 se lie a ’ARNm de la protéine neurofilament light et
régule sa translocation dans le cytoplasme ainsi que sa traduction [66]. Dans le cytoplasme,
TDP-43 est retrouvée dans des granules cytoplasmiques d’ARN telles que les granules de
transport de I’ARNm, les granules de stress et les Processing Bodies, qui sont responsables
du stockage des ARNm inactifs et de leur transport au niveau des sites de traduction [97].
En plus de son role dans le transport des ARNm, TDP-43 participe aussi a leur stabilisation.
Par exemple, TDP-43 interagit avec I’ARNm de NFL, ce qui le stabilise et prévient sa
dégradation [98]. Cette liaison se fait par le RRM1 [99]. De plus, en situation de stress,

TDP-43 s’associe a des marqueurs de transport de I’ARNm ainsi qu’au niveau des granules
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de stress et ces changements sont accompagnés d’une redistribution de la protéine du noyau

vers le cytoplasme ainsi que d’une augmentation de I’expression de TDP-43 [100-102].

Ces données indiquent donc un réle complexe de TDP-43 dans toutes les étapes du
métabolisme de I’ARN ainsi que dans la réponse au stress cellulaire. Il n’est donc pas
¢tonnant que des mutations de TDP-43 menent a des maladies humaines. Cependant, il
reste encore a découvrir comment des mutations dans cette protéine exprimée de maniére
ubiquitaire entrainent un phénotype spécifique des motoneurones dans le cas de la SLA

(Figure 2).
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Figure 2. Schéma récapitulatif des fonctions de TDP-43. Adapté de Ilieva et al., 2009
[54].
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1.2.4 TDP-43 dans la SLA

Le lien entre la SLA et TDP-43 a été fait en 1996, lors de I’identification de TDP-43
comme ¢€tant 1’une des principales composantes présente dans les inclusions positives pour

I’ubiquitine retrouvées chez des personnes atteintes de SLA ou de démence fronto-

temporale (DFT) [9, 10].

Ces inclusions sont présentes non seulement au niveau de la moelle épinicre, mais aussi
dans le cerveau des patients, dans le néocortex frontal et temporal, les noyaux gris centraux
et les structures limbiques [9, 10, 14, 15, 103-105]. Elles sont retrouvées principalement
dans le cytoplasme et les neurites dysmorphiques des neurones et des cellules de la glie [9,
10, 105-108] et sont accompagnées d’une perte nucléaire de TDP-43 [10, 14, 106, 109]
arrivant tot dans la pathologie [104]. Dans ces inclusions, TDP-43 est hyperphosphorylée et
ubiquitinée [9, 10, 110] et peut aussi étre trouvée sous les formes clivées C-terminale de 25
kDa et 35 kDa [9, 10]. Cependant, ces fragments C-terminaux se retrouvent principalement
dans le cortex et peu sont présents dans la moelle épiniére [109, 111]. Ces inclusions ne
contiennent pas de fibrilles et ne sont pas amyloides [112] et sont souvent référées comme
étant ubiquitine-positives tau-négatives et a-synucléine-négatives. Cette ‘’pathologie de
TDP-43’, comme elle est souvent nommeée, est retrouvée dans tous les cas de SLA, sauf
ceux survenant dus a des mutations de SOD/ [107, 113] ou des mutations de FUS [16, 17,
61]. 1l est intéressant de noter que cette pathologie de TDP-43 n’est pas spécifique a la
SLA. Elle est retrouvée dans 80% a 94% des cas de DFT [9, 10, 114] presque a 1’identique,
mis a part I’absence d’inclusions dans la moelle épiniére. Des marquages similaires sont
retrouvés dans d’autres maladies, entre autre dans environ 40% des cas de la maladie
d’Alzheimer [115-117], principalement dans le systétme limbique des patients. Ces
marquages se retrouvent aussi par exemple dans d’autres types de démences [115, 117,
118], dans environ 20% des cas de la maladie de Parkinson [115, 118] et dans les cas de la
maladie de Huntington [119]. Cependant, il faut noter que cette pathologie est aussi
présente dans le cerveau de 29% de sujets sains agés de plus de 65 ans, principalement dans

le systeme limbique [120]. La question de savoir si ce marquage anormal de TDP-43 est
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une cause ou une conséquence de ces maladies neurodégénératives, ou bien un processus de
protection cellulaire reste a €tre ¢lucidée. Cependant, malgré la présence de cette pathologie
dans un grand nombre de maladies neurodégénératives, les mutations de TDP-43 causent

majoritairement la SLA et rarement la DFT.

Suite a la premiere identification de ces inclusions positives pour TDP-43, des analyses
mutationnelles du gene TARDBP ont été réalisées, amenant a la découverte des premicres
mutations de ce géne chez des patients atteints de SLA [11-15]. Les patients ayant des
mutations de TARDBP ont une présentation classique de la SLA, parfois accompagnée de
DFT, avec un marquage anormal de TDP-43 (“’pathologie de TDP-43") [60, 121]. A ce
jour, 44 mutations hétérozygotes dominantes ont été¢ découvertes. Ces mutations sont
principalement localisées au niveau de la région C-terminus de la protéine, codée par I’exon
6, et sont toutes des mutations faux-sens sauf une, Y374X [57]. On peut supposer que les
différentes mutations peuvent causer une toxicité pour des raisons différentes: par
exemple, la mutation D169G, qui est la seule mutation causative de la SLA a ne pas étre
située dans le C-terminus, peut interférer avec les fonctions de liaison a I’ADN et a I’ARN,
due a sa position dans le RRM1. Plusieurs mutations peuvent augmenter la propension de
TDP-43 a étre phosphorylée, en particulier celles introduisant des résidus thréonine ou
sérine, comme A315T ou N267S. La mutation qui nous a intéressés dans ce projet de
maitrise, G348C, pourrait quant a elle accroitre la tendance de TDP-43 a s’agréger, di a

I’introduction d’un résidu cystéine promouvant les ponts intermoléculaires [12].

En absence de mesure biochimique spécifique pour la protéine TDP-43 mutante, plusieurs
modeles animaux ont été crées, dont le modele poisson zébré en premier [80] pour étudier
le mécanisme d’action de certaines de ces mutations, ainsi que pour ¢tudier la pathogénicité

de la protéine TDP-43 de type sauvage.

1.2.5 Modéles animaux

Lors de I’écriture de ce mémoire, 8 modeles murins de TARDBP sont publiés, sept

sur la souris et un sur le rat. Différents promoteurs ont été utilisés, amenant a des variations
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dans I’expression des transgénes pouvant étre responsables de certaines des différences

observées dans les différents modéles.

Le promoteur prion murin (mPrP) promeut un haut niveau d’expression dans le systéme
nerveux, entre autre pendant la phase développementale. Trois laboratoires ’ont utilisé,
générant des souris transgéniques ayant en général un phénotype sévere arrivant trés tot
apres la naissance. Un premier groupe a généré des souris surexprimant le transgéne
TARDBP*"" 3 un niveau trois fois celui de Tardbp endogéne. Les souris transgéniques ont
un défaut de locomotion accompagné de dégénération axonale et de dénervation des
motoneurones, et meurent avant 1’dge de cinq mois. Une lignée TARDBP"" n’a pas été
générée [122]. Les deux autres groupes ont développé des lignées TARDBP"” et ces souris
développent un phénotype de facon dose-dépendante [123, 124]. Des souris hémizygote
pour TARDBP"", surexprimant le transgéne environ deux fois par rapport & Tardbp, ne
développent pas de phénotype, tandis que les homozygotes TARDBP"” (surexpression
d’environ 2,5 fois par rapport a I’endogéne) développent un phénotype sévere débutant a 14
jours et meurent en un a deux mois. Ces souris présentent une dégénération axonale avec un
défaut locomoteur [124]. La différence de phénotype entre les souris hémizygote et
homozygotes souligne le fait que la toxicité¢ de la protéine de type sauvage est dose-
dépendante et qu’il y a probablement un seuil de toxicité [124]. Stallings et collégue se sont
heurtés au méme probléme, leurs souris transgéniques TARDBP"', TARDBP""T et
TARDBP""" ayant un trop haut niveau d’expression meurent trop tot pour pouvoir étre
étudiées. Une lignée TARDBP*T ayant un niveau d’expression intermédiaire (4 fois le
niveau endogene environ) développe un phénotype moteur avec dénervation axonale et les
souris transgéniques meurent en 75 jours. Cependant, la lignée TARDBP"" ayant un niveau
d’expression plus faible ne développe pas de phénotype moteur [123]. Le promoteur mPrP
étant tres actif lors du développement, ces résultats indiquent une toxicité
développementale de TDP-43, qu’elle soit de type sauvage ou mutante, lorsque

surexprimeée.
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Les autres modeles murins utilisent soit des promoteurs exprimés principalement de facon
post-natale (Thy-1.2 ou CaMKII), soit un systéme inductible utilisant la tétracycline (7TRE —
Tetracycline response element). Le promoteur 7hy-1.2 permet d’avoir une expression
uniquement neuronale du transgéne. Les souris transgéniques TARDBP"" ayant ce
promoteur développent un phénotype moteur avec neurodégénération axonale et une survie
réduite [125, 126]. Ce résultat est encore une fois dose-dépendant et n’apparait pas si la
surexpression du transgéne est inférieure a trois fois le niveau de 1’endogene [125]. Le
promoteur CaMKII (Ca2+/calmodulin-dependent kinase II) permet une expression du
transgéne uniquement dans 1’encéphale antérieur, mais pas dans le tronc cérébral ou au
niveau de la moelle épiniére. Des souris surexprimant soit le géne souris TARDBP"” soit le
géne humain TARDBP"" développent un phénotype moteur avec neurodégénération, mais
aussi des défauts cognitifs [127, 128]. Il est intéressant de noter que les souris
TARDBP™™, dont le NLS est non-fonctionnel ont un phénotype plus sévére que les souris
TARDBP"" [128]. Zhou et collégue ont généré des rats transgéniques en utilisant le
promoteur du géne TARDBP humain. Les rats TARDBP"" sont normaux, tandis que ceux
exprimant la mutation TARDBP""" développent un phénotype sévére tot dans le
développement. Ces résultats indiquent que, a méme niveau d’expression, la protéine de
type sauvage est moins toxique qu’une version mutante. Ils ont ensuite généré des rats
transgéniques en utilisant le promoteur inductible a la tétracycline (7RE). Lorsque le
promoteur est activé aprés la naissance, les rats développent un phénotype moteur

progressif avec neurodégénération qui est dose-dépendant [129].

Ces résultats indiquent que la toxicité due a TARDBP est dose-dépendante, avec un seuil
probablement situé¢ autour de trois fois le niveau endogéne du gene. La protéine de type
sauvage est toxique au-dessus d’un seuil, mais les versions mutantes ont une toxicité plus
forte. Il est intéressant de noter que parmi ces différents modeles de la maladie, bien que
des inclusions cytoplasmiques soient présentes dans presque tous les cas, elles ne sont
jamais [122, 126] ou rarement [123-125] positives pour TDP-43, contrairement a ce qui est

rencontré chez les patients humains [9, 10]. Le fragment C-terminus clivé de TDP-43 est
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observé dans tous les cas sauf un [126], qui pourtant développe un phénotype, et trois
modeles ne présentent pas de perte nucléaire de TDP-43 [123, 124, 126]. Enfin, trois
modeles utilisant des promoteurs différents montrent une atteinte sélective des
motoneurones spinaux et des neurones de la couche corticale V ou se situes les

motoneurones corticaux [122, 125, 129].

Récemment, un nouveau mod¢le de souris a été publié, utilisant les fragments génomiques
du géne humain TARDBP de type sauvage ou arborant les mutations G348C ou A315T, et
lié au promoteur du géne humain TARDBP. Ces souris transgéniques expriment les
transgeénes de facon ubiquitaire, et le niveau d’expression est environ trois fois le niveau
endogéne. Les souris TARDBP“**“ et TARDBP""" développent une pathologic
progressive qui est age-dépendante, avec des défauts moteurs et cognitifs. Des inclusions
cytoplasmiques positives pour 1’ubiquitine et pour TDP-43 sont présentes, ainsi que les
fragments clivés C-terminaux de TDP-43. Les souris TARDBP"" ont aussi un phénotype,
mais moins prononcé que pour les souris TARDBP®***¢ et TARDBP*"’". Cependant, il n’y
a pas de neurodégénération observée, probablement dii au fait que le promoteur utilisé
contient la région autorégulatrice située en 3° UTR, qui permet & TDP-43 de réguler sa

propre expression et permet de garder les niveaux d’expressions a un niveau bas [130].

La difficult¢ qu’ont présentement les groupes de recherche a créer des modéeles
transgéniques murins de 7ARDBP a motivé I’émergence de modeles génétiques générés
avec des non-mammiferes. Ces modeles de C. elegans, drosophile ou poisson zébré
permettent d’étudier la pathogénicité du géne TARDBP, sans nécessairement chercher a

reproduire exactement la SLA.

Trois modeles C. elegans ont été publiés pour le moment, exprimant le transgene de facon
pan-neuronale. Les nématodes exprimant le transgéne TARDBP"" présentent un phénotype
moteur modéré, caractéris€ par de mouvements non-coordonnés, une accumulation
nucléaire de TDP-43 et des défauts au niveau des jonctions neuromusculaires [73, 74, 131].

Les mutants TARDBP®** TARDBP*"" et TARDBP"*"" présentent un phénotype plus
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sévere avec des défauts axonaux, une neurodégénération des neurones et une réduction de
la durée de vie. Il est intéressant de noter que si I’hyperphosphorylation des transgeénes est
bloquée, il y a une amélioration du phénotype, indiquant le rdle toxique de cette

modification [74].

Plusieurs mode¢les de drosophiles transgéniques pour TARDBP ont été publiés, exprimant
les transgénes dans différents sous-types de populations cellulaires. L’expression de
TARDBP"" dans les motoneurones cause un défaut de locomotion amenant a une paralysie
et une réduction de 1’arborisation axonale des motoneurones [77, 78, 132]. Cependant,
’expression de TARDBP?**'X dans les motoneurones conduit 2 un phénotype plus sévére
lorsqu’exprimé a un méme niveau d’expression [132]. Lorsque tbph, I’orthologue de
TARDBP chez la drosophile, ou TARDBP"" sont surexprimés dans les neurones sensoriels,
on observe une augmentation de ’arborisation dendritique. Cependant, I’expression des
mutants TARDBP?**'® ou TARDBPY"" conduit a une diminution de I’arborisation
dendritique [79]. Lorsque TARDBP"" est exprimé au niveau des yeux, une dégénération
dose-dépendante est observée [78, 132-134]. Ce phénotype est plus sévere lorsque
TARDBP""" est exprimé [134]. Cependant, lors de Iutilisation d’un promoteur pan-
neuronal, I’expression de TARDBP"" donne lieu a un phénotype plus sévére que ceux
obtenus pour les mutants TARDBP"" TARDBP“**“, TARDBP***", TARDBP“**"S et
TARDBP"**° probablement du a un niveau d’expression trop élevé [135]. Enfin, Miguel
et collégues ont trouvé que 1’expression de TARDBP"" dans les neurones, les cellules de la
glie ou les cellules musculaires est 1étale au stade larval. L’expression du transgene a 1’age
adulte donne un phénotype plus progressif, amenant a la mort des individus en 16 jours,
alors que I’expression d’une version de TARDBP ou le NLS ou bien le NES sont non-

fonctionnels permet une survie plus longue [133].

En contraste avec les modeles invertébrés, le poisson zébré est un vertébré avec donc un
plus grand potentiel pour reproduire le phénotype de la SLA. Les seuls modéles TARDBP
de poisson zébré publiés utilisent la technique de transgéniques transitoires qui consiste a

injecter de ’ARNm au stade 1 a 8 cellules. L’ARNm se dégrade en environ cinq jours, ne
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permettant pas de voir un effet chez les individus adultes. Cependant, les embryons de
poissons zébrés ont, a deux jours, un comportement moteur stéréotypé et bien caractérisé.
Des modifications a ce comportement sont donc facilement observables. L’injection de
I’ARNm de TARDBP"" entraine une réduction de la longueur des axones des
motoneurones ainsi qu’une arborisation aberrante et surnuméraire de fagon dose
dépendante [136]. Cependant, cet effet n’a pas été obtenu par Kabashi et collégues, di a
une concentration plus faible d’ARNm [80]. Toutefois, cette concentration d’ARNm
utilisée est suffisamment élevée pour compenser pour la perte de fonction du gene Tardbp
dans ce méme modéle [80]. L’injection d’ARNm de TARDBP*"" ou TARDBP®**¢
provoque un phénotype plus sévere, avec encore une fois une réduction de la longueur des
axones des motoneurones et une arborisation surnuméraire [80, 136]. Cependant, bien que
I’expression de TARDBP**" provoque une réduction de la longueur des axones des
motoneurones, il n’y a pas d’arborisation surnuméraire [80], confirmant que les différentes

mutations n’ont pas nécessairement le méme mécanisme de toxicité.

La difficulté a obtenir des lignées transgéniques murines 7TARDBP, et les résultats parfois
contradictoires obtenus avec les modeles invertébrés laissent a penser que le poisson zébré,
un vertébré pour lequel les chercheurs possédent de nombreux outils génétiques, peut étre
un mode¢le permettant d’étudier le géne TARDBP de facon plus poussé. Pour cela, nous
avons décidé de créer des lignées transgéniques stables de poissons zébrés, qui

permettraient de contrdler les expériences dans le temps.

1.3 Poisson zébré

1.3.1 Utilisation en recherche

Les invertébrés comme le C. elegans et la drosophile, ont deux grands avantages en
biologie : 1’accessibilité a un nombre ¢levé d’individus en un court laps de temps, et la
disponibilit¢ d’un grand nombre d’outils génétiques. De plus, il a été montré que les

mécanismes cellulaires découverts chez ces modeles sont conservés jusque chez I’Homme,
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justifiant leur usage en recherche biomédicale. Malgré cela, 1’absence d’organes similaires
aux humains, telle quune moélle épiniere, et un nombre réduis de tissus différenciés
limitent 1’aspect translationnel de certaines des découvertes faites chez ces animaux [137,
138]. La souris et le rat, des mammiferes, ont I’avantage d’étre plus proches de ’homme et
donc d’avoir une plus grande similarit¢ dans leurs processus biologiques. Cependant, les
manipulations génétiques y sont complexes et onéreuses, tant en temps qu’en argent, et les
résultats peuvent souvent laisser a désirer, comme le montre les différents essais pour

obtenir des souris transgéniques TARDBP [139].

Le poisson z¢ébré (Danio rerio), a été décrit pour la premicre fois en 1822 par le Dr Francis
Buchanan-Hamilton dans son livre “’An account of the fishes found in the river Ganges and
its branches’’ [140]. Ce poisson de I’infra-classe des téléostéens présente de nombreux
avantages pour la recherche biomédicale, grace a une gamme toujours croissante d’outils
génétiques, permettant des approches de génétique directe [141] et inverse [142]. La
puissance de ces outils repose en partie sur le fait que les poissons z€brés adultes, ayant une
taille de 3 centimétres environ, peuvent étre maintenus en grand nombre dans un espace
réduit a peu de frais, et qu’une femelle peut engendrer chaque semaine de 50 a 100 ceufs en
une seule ponte, chaque ceuf mesurant environ 1 millimétre, donnant lieu a un grand
nombre d’individu synchronisé dans leur développement. Les ceufs se développent ex utéro
rapidement, et les embryons transparents éclosent en moins de 72 heures. Le
développement de marqueurs fluorescents permettant d’identifier in vivo des sous-
populations cellulaires rendent aisé 1’observation physiologique et comportementale des
embryons [143, 144], permettant d’obtenir une corrélation entre 1’anatomie et les
comportements [145]. Ces avantages, similaires a ceux des invertébrés, sont complémentés
par le fait que les structures et les organes des poissons zébrés sont similaires a ceux des
mammiferes, quoique parfois plus simplifiés. De plus, les processus biologiques ainsi que
les voies génétiques en place sont similaires a ceux développés par les mammiferes [146].

Cependant, contrairement aux mammiferes, les embryons exprimant des mutations létales
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peuvent étre étudiés sans crainte de défaut d’implantation utérine ou de survie post-

¢éclosion, et ce pendant plusieurs jours.

Le poisson z¢ébré est utilisé en recherche dés les années 1960-1970, entre autre en biologie
développementale et cognitive [147], ou encore comme modele d’étude par des astronautes
soviétiques en mission spatiale [148]. Cependant, c’est le développement de nombreux
outils génétiques et moléculaires dans les années 1980 qui permet au poisson zébré d’étre
reconnu comme étant un outil de recherche pertinent et efficace. Le développement de
méthodes de clonage [149], de mutagénese [150], de transgénése [151] et de cartographie
génétique [152] marquent le début de I’ére du poisson zé€bré comme modele génétique
d’avant-garde. Son utilisation s’est popularisée dans plusieurs domaines de recherche
biomédicale tels que la recherche sur le cancer [153], sur le développement du cceur et les
maladies cardiaques [154], sur I’'immunité et les maladies infectieuses [155], sur le systeme
visuel et ses maladies [156], en biologie développementale [157], sur les maladies

psychiatriques [158] et enfin en neurobiologie et sur les maladies neurodégénératives [159].

Un des intéréts du poisson zébré dans les maladies telles que la SLA, qui a une forte
composante motrice, est le fait que le systétme neuromusculaire du poisson zébré est
similaire a celui des mammifeéres, bien que plus simplifié¢ [160-162]. L’embryon de poisson
zébré développe un circuit moteur fonctionnel to6t dans le développement, et le
comportement moteur a ét¢ étudié de maniére extensive et est extrémement stéréotypé
[163]. Ceci nous permet de voir 'influence que peut avoir une protéine transgénique
potentiellement toxique, sur le systtme neuromusculaire d’embryons de poisson zébré, en

laps de temps tres court, soit en moins de 72 heures et souvent en seulement 24 heures.

1.3.2 Systéme neuromusculaire et comportement moteur des embryons

La moelle épiniére, comme le tronc du poisson z€bré, est séparée en une trentaine
de segments nommés somites [162, 164]. Chaque somite contient un ensemble similaire de
neurones, comprenant des neurones sensoriels, des interneurones et des motoneurones [ 165,

166]. Les motoneurones spinaux apparaissent en deux vagues, donnant lieu d’abord aux
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motoneurones primaires, puis aux motoneurones secondaires. Chaque hémisegment

somitique contient trois motoneurones primaires, qui naissent vers 9-10 heures post-

fertilisation (hpf) [167]. La position du corps cellulaire dans 1’axe rostro-caudal de chacun
de ces neurones est typique et a servi a les nommer

le motoneurone situé¢ le plus

rostralement est nommé RoP pour rostral primary motoneuron (motoneurone rostral
primaire) ; le motoneurone situé le plus caudalement est nommé CaP pour caudal primary

motoneuron (motoneurone caudal primaire) ; et le motoneurone situ¢ entre les deux
premiers est nommé MiP pour Middle Primary motoneuron (motoneurone milieu primaire)

[167]. De plus, chacun de ces motoneurones est responsable de 1’innervation de structures

musculaires spécifiques : le motoneurone RoP innervant le myotome intermédiaire ; le

motoneurone MiP innervant le myotome dorsomédial et le motoneurone CaP innervant le
myotome ventromédial [167, 168] (Figure 3).

Figure 3. Coupe transversale
d’embryon de poisson zébré a 19
Cone de hpf. Ce schéma montre les axones des
“-\croissance o o
- 20 pm motoneurones primaires se dirigeants
T,
vers leurs cibles
Moelle épiniére
CaP

respectives.

Le
motoneuron CaP est en violet, MiP est
MiP
RoP

en bleu et RoP en rose. L’orientation

est dorsale vers le haut. Echelle : 20
um CaP: caudal primary ; MiP :
gﬂoﬁzgljf middle primary ; RoP: rostral
\ primary. (Adapté de Lodish et al.,
\ 2000; Copyright 2000 by W.H.
\"ﬁm.m«v- - |
Notochorde — \ Freeman and Company).
Muscles ventraux A
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Les motoneurones primaires commencent leur différentiation vers 15 hpf et leurs
axones rejoignent leurs cibles vers 17 hpf [168]. Les motoneurones secondaires naissent
vers 14-15 hpf et commencent a étendre leurs axones vers 26 hpf [168, 169]. Environ 30
motoneurones secondaires sont présents dans chaque hémisegment, et ont un corps
cellulaire plus petit et une arborisation axonale moins dense que les motoneurones
primaires. Les axones des motoneurones primaires et secondaires fasciculent pour former
les nerfs moteurs ventraux [168, 169]. Les premiers comportements moteurs sont observés
des que les axones de motoneurones primaires rejoignent leurs cibles et commencent a
former des synapses avec les muscles, formant des jonctions neuro-musculaires dés 17 hpf
[170]. Ces synapses sont cholinergiques et utilisent donc 1’acetylcholine comme

neurotransmetteur [171].

Entre 17 hpf et 27 hpf, trois comportements moteurs distincts apparaissent. Le premier
consiste en une activité contractile spontanée, le deuxiéme a I’apparition de contractions en
réponse a des stimuli tactiles et enfin le troisiéme en un comportement de nage, qui peut
étre activé par stimuli tactiles. L’activité spontanée commence a 17 hpf et consiste en des
contractions du tronc et de la queue se propageant de manicre rostro-caudale, en alternance
d’un c6té a ’autre de I’embryon. La fréquence maximale des contractions spontanées est de
1 Hz et est obtenue vers 19 hpf, avant de diminuer jusqu’a 0,1 Hz a 24 hpf, et résultant en
I’éclosion de I’embryon vers 52 hpf [172]. La réponse au toucher se développe vers 21 hpf,
et consiste alors en 1 a 3 contractions, la premicre toujours controlatérale au stimulus
tactile, et les suivantes en alternance [172]. Enfin, vers 27-28 hpf, les épisodes de nage
apparaissent, caractérisés par des contractions de haute fréquence et de basse amplitude,
résultant en un déplacement vers 1’avant de I’embryon déchorioné de plusieurs centimetres
[172]. La fréquence de nage est d’environ 8 Hz a 28 hpf et augmente avec le
développement de I’embryon jusqu’a des fréquences comprises entre 30 Hz et 70 Hz chez
des embryons de 52-55 hpf [173]. L’utilisation de vidéographie a haute résolution
temporelle pour observer le comportement moteur des embryons de 48 hpf a 55 hpf permet

une analyse rapide et globale de I’activité motrice. L’activité étant tres stéréotypée, le
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moindre changement est théoriquement facilement observable et quantifiable, et peut étre

utilisé pour étudier des geénes liés a des maladies causant des défauts moteurs.

Le poisson zébré, comme le C. elegans ou la drosophile, est un modele génétique, et non
pas nécessairement un modele de maladie, contrairement a la souris. L objectif n’est donc
pas de reproduire exactement tous les aspects d’'une maladie, mais d’étudier les différents
facteurs pouvant avoir un role dans sa physiopathologie. L’introduction d’un géne humain
muté dans le génome du poisson zEébré permet d’étudier comment la mutation peut causer la
toxicité observée chez les humains quelles que soient les voies impliquées, et de tester s’il
est possible de bloquer ou méme de réverser la pathologie. Ce dernier aspect, qui concerne
le criblage chimique de petites molécules in vivo, est une des avancées les plus
intéressantes qu’a connu la recherche utilisant le poisson zébré dans les dernieres années
[174]. Cependant, 1’utilisation de lignées transgéniques stables, plutot que de transgéniques
transitoires est recommandée pour optimiser au maximum le criblage, car ceci permet la

production d’un plus grand nombre d’embryons exprimant le géne d’intérét.

1.3.3 Transgénése transitoire et stable

Avant d’établir des lignées de poissons zébrés transgéniques stables, il convient de
vérifier que la protéine humaine que 1’on souhaite étudier est fonctionnelle chez le poisson
z¢ébré. La technique de microinjection [151] est la plus utilisée pour introduire des
constructions génétiques dans I’embryon de poisson zébré. Elle consiste a injecter les
constructions génétiques dans le cytoplasme d’embryons au stade 1 a 8 cellules, avant que
le cytoplasme de ces cellules ne referme a la 4™ division cellulaire, en utilisant une
aiguille et un microinjecteur. Pour vérifier que la protéine humaine est bien fonctionnelle,
on utilise les techniques de génétiques directes et inverses, créant des transgéniques

transitoires.

Les oligonucléotides morpholinos antisense (AMO — antisense morpholino
oligonucleotide) sont des séquences synthétiques d’environ 25 paires de bases qui

s’hybrident spécifiquement a la séquence d’un ARNm, causant une diminution de
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I’expression de la protéine (knockdown) d’un géne d’intérét [142]. Lorsqu’utilisé contre un
gene du poisson zébré codant pour un orthologue humain d’intérét, cette méthode de
génétique directe permet de créer un phénotype de perte de fonction. La prochaine étape
consiste a co-injecter ’ARNm de I’orthologue humain, qui n’est pas ciblé par I’AMO, chez
le méme embryon, pour observer si la protéine humaine est capable de sauver le phénotype
obtenu par injection de I’AMO seul. Si c’est le cas, cela signifie que I’orthologue humain
est fonctionnel chez le poisson zébré. L’étape suivante dans le cas de genes dont les
mutations sont responsables de pathologies humaines, est de co-injecter I’ARNm humain
mutant de la protéine, au lieu de ’ARNm de type sauvage. Si les mutations ne sont pas
capables de sauver le phénotype obtenu par ’AMO seul, cela indique que la mutation
entraine une perte de fonction de la protéine. Il est aussi possible de sur-exprimer I’ARNm
humain de type sauvage ou muté, sans co-injecter I’AMO. Ceci permet de vérifier si les

mutations peuvent avoir un gain de fonction toxique.

Cette technique a été utilisée dans le laboratoire Drapeau pour valider les mutations de
genes impliqués dans plusieurs maladies humaines [175], et en particulier pour valider trois
mutations du géne TARDBP liées a la SLA, montrant que ces mutations causent un gain et
une perte de fonction [80], et plus récemment pour valider des mutations du géne FUS liées

ala SLA [176].

Si I'utilisation de transgéniques transitoires permet la validation des mutations, elle n’est
cependant pas aussi pratique pour des études plus poussées du phénotype. En effet, il y a un
risque d’avoir une expression ectopique de la protéine transgénique, dii a ’injection de
I’ARNm dans le cytoplasme, rendant le phénotype observé un artefact de 1’injection.
L’ARNm lui-méme est dégradé en quelques jours, ne permettant une observation du
phénotype que durant le début du développement du poisson. De plus, un grand nombre
d’embryons doivent étre injectés quotidiennement, par un ou plusieurs injecteurs, causant
un risque de variation des niveaux d’expression du transgéne d’un groupe et d’un embryon
a l’autre, due a la variation expérimentale de I’injecteur. Le développement de lignées

transgéniques stables est donc une priorité, d’autant plus intéressant dans le cas d’une
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maladie comme la SLA, dont les premiers signes arrivent a I’age adulte. La transgénese
stable demande I’insertion du transgeéne dans le génome de 1’hote, et chez le poisson zébré,

ceci est en général obtenu grace au systéme de transposon 7o/2 [177].

Les transposons sont des fragments d’ADN qui peuvent se déplacer d’un locus a ’autre
dans un méme génome, ou dans un génome différent. Ces fragments d’ADN consistent en
une séquence codant pour une transposase, flanquée de part et d’autre par des séquences
inversées répétées (IR — inverted repeats). Les IR sont nécessaires pour la ré-insertion de la
séquence dans le génome, et ’enzyme transposase est responsable de catalyser sa propre
transposition. La transposase a aussi la facult¢ d’agir en trans et donc d’agir sur toutes

séquences qui se trouvent étre flanquées par les IR [178].

Le transposon Tol2 a été identifié chez le Medaka en 1995 [179], et il peut non
seulement s’insérer dans le génome d’un hote de la méme espéce [180], mais aussi dans le
génome d’autres vertébrés, incluant le poisson zébré [181]. Chez le poisson zébreé,
I’efficacité de transmission du transgene a la premicre génération est d’environ 50% [177].
Plusieurs promoteurs ont été développés pour contrdler I’expression du géne d’intérét, tant
spatialement (promoteur cardiaque cmlc2, promoteur Hb9 qui est exprimé spécifiquement
dans les motoneurones et dans certains interneurones) que temporellement, grace a des
prometteurs inductifs (promoteur Asp70, inductif par différents stress dont le choc

thermique).

1.4 Objectifs

Suite aux travaux réalisés dans notre laboratoire, permettant la validation in vivo de
mutations liées a la SLA du géne TARDBP en utilisant des embryons transgéniques
transitoires, et au vu des difficultés rencontrées pour développer des modéles murins
transgéniques de ces mutations, nous avons décidé de générer des lignées transgéniques
stables de poisson zébré exprimant le gene humain TARDBP de type sauvage ou muté. Ces

lignées permettront sur le long terme une meilleure compréhension de la pathogénese de la
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SLA et seront utilisées pour un criblage chimique de petites molécules in vivo, dans
I’optique de découvrir des composés modificateurs du phénotype induit par le transgene,

permettant d’ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques.
Les objectifs de ce projet de maitrise étaient donc :

1) De développer des lignées transgéniques stables de poisson zébré exprimant le géne

TARDBP humain de type sauvage ou mutant

2) De reproduire a 1’aide de cette lignée les résultats obtenus en utilisant les

transgéniques transitoires
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2. Résultats
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2.1 Génération des lignées transgéniques

2.1.1 Constructions génétiques et microinjections

Deux lignées transgéniques ont été générées au laboratoire avant le début de mon
projet, en utilisant le systéme de transposon bicistronique 70/2. La premiére lignée,
TARDBP"", exprime le géne humain TARDBP de type sauvage, tandis que la deuxiéme
lignée, TARDBP***¢, exprime la version mutée G348C de ce géne, retrouvée chez certains
patients souffrant de SLA. Dans les deux cas, 5 marqueurs peptidiques myc ont été rajoutés
a Dextrémité C-terminale des protéines transgéniques pour é&tre utilisé en
immunohistochimie et immunobuvardage. L’expression des transgeénes a été mise sous le
controle du promoteur inductible de choc thermique Asp70, permettant de contrdler le
moment du développement pendant lequel le transgeéne est exprimé. Chaque construction
contient un deuxiéme geéne servant de gene rapporteur, permettant d’identifier rapidement
les embryons transgéniques. Le géne rapporteur eGFP 1i¢ au promoteur cardiaque cmlic2
(cardiac myosin light chain 2), entraine une expression constitutive de eGFP dans le coeur
des poissons transgéniques, observable par stéréomicroscope a épifluorescence dés la 27°™

heure de développement des embryons (Figure 4).

Les constructions pDest-Tol2CG2-hsp70-TDP43-Myc (TARDBP"") et pDest-
Tol2CG2-hsp70-TDP43-G348C-Myc (TARDBP%**) ont été co-injectées avec I’ARNm de
la transposase Tol2 dans des embryons fertilisés, alors qu’ils étaient au stade 1 a 2 cellules.

Environ 300 embryons ont été injectés avec chaque construction.
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Figure 4. Constructions génétiques et expression constitutive de eGFP. (A)

Fond clair

eGFP

Construction 70/2 co-injectée avec la transposase Tol2. Les génes humains TARDBP de
type sauvage (TARDBP"") ou avec la mutation G348C (TARDBP***¢) sont liés au
promoteur inductible Asp70. Le gene rapporteur eGFP est sous le controle du promoteur
cardiaque cmlc2. (B) L’expression constitutive de eGFP au niveau du cceur indique la
présence du transgéne chez I’embryon. Echelle : 250 pm. Tg : transgénique ; hsp70 : heat

shock promoter 70 ; WT : wild-type ; cmlc2 : cardiac myosin light chain 2.

2.1.2 Sélection des poissons fondateurs F0

Suite aux microinjections, les embryons de 30 heures post-fertilisation (hpf) et plus
ont été observés sous stéréomicroscope a épifluorescence pour détecter une fluorescence au
niveau du cceur. Le géne rapporteur eGFP étant présent sur le méme plasmide que le géne
d’intérét, la présence de fluorescence cardiaque est indicative de D’intégration des
transgeénes rapporteurs et par conséquent de transgénes TARDBP dans certaines cellules

cardiaques de fagcon mosaique. Ces embryons sont sélectionnés pour 1’¢levage, car une
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mosaicité forte dans le cceur implique une mosaicité dans les cellules germinales, qui sera
nécessaire pour générer des générations futures ayant au moins une insertion stable dans
toutes les cellules somatiques. Les embryons exprimant la protéine fluorescente eGFP au
niveau du ceeur ont donc été sélectionnés pour former la génération FO et élevés jusqu’a
leur maturation sexuelle, survenant aprés environ 3-4 mois aprés leur naissance, soit au

moment ou commence mon projet.

Pour les deux lignées générées, le taux d’embryons injectés présentant un marquage
fluorescent cardiaque robuste spécifique était inférieur a 40% sur les 300 embryons
injectés, ne permettant la sélection que d’une centaine d’embryons par lignée. Ceux
sélectionnés ont été ¢élevés pendant 4 mois, et les poissons ayant survécu jusqu’a 1’age
adulte ont été gardés dans des aquariums individuels pour pouvoir observer le taux de

transmission du transgéne a la génération-fille F1 pour chaque poisson.

2.1.3 Lignée mutante TARDBP®**¢

Sur la centaine d’embryons sélectionnés injectés avec le transgéne TARDBP“*C,
32 seulement ont survécu jusqu’a I’age adulte. Cependant, toutes les cellules de ces
poissons n’ont pas nécessairement intégrés le transgeéne, ces poissons FO sont donc
mosaiques et les cellules de la lignée germinale n’expriment pas nécessairement le
transgéne, malgré la fluorescence cardiaque observée lors de leur développement. En
conséquence, la transmission du transgene a la génération F1 ne suit pas les proportions
mendéliennes. Chaque poisson adulte FO a été croisé avec au moins trois poissons de type
sauvage de sexe opposé (croisements dits de type outcross), pour observer la transmission
du transgene a leur progéniture. Le nombre d’embryons survivants les 24 premicres heures
¢tait noté, avec le pourcentage d’embryons transgéniques le cas échéant. Chaque poisson a
été croisé ainsi jusqu’a obtenir une population d’en moyenne 300 a 500 embryons par
poisson adulte, pour pouvoir déterminer si le transgéne était transmis a la génération F1.
Ceci représente environ une dizaine de croisements par poissons adultes réalisés sur une

période de 4 mois.



33

Sur les 32 poissons adultes testés, seulement 7 ont démontré une transmission du transgéne
a leur progéniture, soit seulement 25% des poissons survivants. Ces 7 poissons, une femelle
et six males, ont ét¢ identifiés comme ayant intégré le transgéne dans au moins une partie
de leurs cellules germinales. Cependant, les pourcentages de transmission du transgeéne
¢taient tres faibles (Tableau 1) : la seule femelle avait un pourcentage de transmission de
0,89% (soit 3 embryons transgéniques sur 336). Les pourcentages d’embryons
transgéniques pour les différents males étaient entre 0,78% a 29,42% (Tableau 1). Dus aux
pourcentages obtenus, seuls les deux poissons males F et G ont été utilisés pour donner lieu
a la génération F1 de la lignée TARDBP®**5 et les progénitures de ces deux males (environ

500 embryons) ont été élevées ensemble.

Tableau 1. Pourcentage d'embryons transgéniques obtenu pour la lignée

TARDBP®*C Fo

Pourcentages de transmission du transgene de la génération FO aux embryons F1 pour les 7
poissons fondateurs FO TARDBP®***“. Le nombre total d’embryon observé est indiqué
entre parenthéses. Ces croisements ont été réalisés sur une période de 5 mois. ¢ indique un

poisson femelle ; & indique un poisson male.

TARDBP%*C F() outross
AQ BJ& cd DJ& EJ F& Gd

17,95 29,42
(468) (1346)

% d'embryons

transgéniques @89 336)  078(510) 087(229) 1.27(237) 2,77 (361)

2.1.4 Lignée de type sauvage TARDBP""

Seulement 30 poissons ont survécu jusqu’a 1’age adulte sur la centaine d’embryons
sélectionnés pour la lignée TARDBP"". La méme stratégie a été utilisée que pour la lignée

TARDBP%*¢, permettant de sélectionner 13 poissons adultes transmettant le transgéne a la
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génération-fille F1, soit 43,5% des poissons survivants. Le ratio male/femelle est cette fois
plus équilibré, avec 7 males pour 6 femelles. Les pourcentages restent cependant faibles, les
pourcentages de transmission du transgéne des 6 femelles FO allant de 0,44% a 3.65%
(Tableau 2) et ceux des poissons males de 0,79% a 23.19% (Tableau 2) Ces pourcentages
ont encore une fois été obtenu sur environ une dizaine de croisements par poissons adultes

répartis sur 5 mois.

Pour augmenter le nombre d’embryons transgéniques obtenus pour ¢lever la génération F1,
il a été décidé de réaliser des croisements entre males et femelles transgéniques
(croisements dits de type incross). Comme indiqué dans le Tableau 2, la femelle D et le
male K ont été croisés ensemble, donnant lieu & un pourcentage de transmission du
transgene de 25% et la femelle C a été croisée avec le male M, donnant lieu a presque 40%
d’embryons transgéniques. Les pourcentages obtenus pour ces incross sont plus élevés que
ceux attendus, soulignant encore une fois 1’absence de transmission mendélienne. Les
progénitures de ces deux croisements TARDBP"" (environ 500 a 800 embryons) ont été

¢levées ensemble.
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Tableau 2. Pourcentages d'embryons transgéniques obtenus pour la lignée
TARDBP"" Fo

Les pourcentages de transmission du transgene de la génération FO aux embryons F1 pour
les 13 poissons fondateurs FO TARDBP"". Le nombre total d’embryon observé est indiqué
entre parenthéses. ¢ indique un poisson femelle ; & indique un poisson male ; ’x”’ indique

un croisement de type incross.

TARDBP*" F0 outcross
AQ B2 ce D2 EQ F¢

% d'embryons

ransgéniques 44 (229 081(369) 123 (81)  130(1s4) 1,59 (377) 3,65 (137)

TARDBP"" F0 incross (suite)
G3 H3 13 18 K3 L3 M3

% d'embryons
transgéniques

10,38

0,79 (126) 2,23 (224) 3,75 (240) 4,38 (616) 986213) (156

23,19 (69)

TARDBP"T F0 incross
D¢xK C2xM
IS} 3

2.2 Génération F1

2.2.1 Premiers protocoles de choc thermique

Lorsque les poissons des générations F1 sont arrivés a 1’age adulte, la méme
procédure réalisée pour la génération FO a été entreprise. Pour cette génération cependant,
les croisements outcross donnaient environ 50% de progéniture transgénique, et les incross
donnaient autour de 75% de progéniture transgénique, sur un total de plus de 1000
embryons (Tableau 3). Ces pourcentages de transmission du transgeéne a leur progéniture
indiquent que le transgene a bien été inséré de manicre stable dans le génome des poissons,
qui sont présentement hétérozygotes. Les proportions mendéliennes obtenues

correspondent soit a la présence d’une seule insertion du transgéne dans le génome des
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poissons, soit a 1’insertion de plusieurs copies du transgéne, toutes rapprochées autour d’un

méme locus.

Le transgene étant intégré de manicre stable dans le génome des poissons F1, nous avons
pu commencer a tester des protocoles de choc thermique sur leur progéniture. Quatre
facteurs ont d’abord été considérés : 1) la température du choc ; 2) la durée du choc ; 3)
I’age des embryons et 4) le nombre de chocs thermiques. Ces premiers tests avaient pour
but d’étudier les variations de ces trois facteurs, pour déterminer les extrémes a éviter, c’est
a dire les conditions n’amenant soit a aucun phénotype dans les deux lignées, soit a un
phénotype toxique non spécifique (mort précoce des embryons) dans les deux lignées. Les
controles utilisés étaient la fratrie non transgénique (absence de coeur vert) de ces lignées,

ainsi que des poissons transgéniques des deux lignées ne subissant pas de choc thermique.

Due a la variabilité de la réponse des embryons aux différents choc thermiques, nous avons
da tester toutes les conditions a plusieurs reprises sur des embryons provenant de poissons
F1 différents, tant de la lignée TARDBP“**“ que TARDBP"”, représentant un travail de 9
mois. Les températures qui ont été retenues comme pouvant donner lieu a un phénotype
intéressant a étudier (38°C a 39°C), ainsi que les durées du choc (30 minutes a 60 minutes)
ont été établies. Les différents tests obtenus pour 1’age des embryons et le nombre de choc
nécessaires ont donné lieu a des résultats variables en fonction de la température et de la
durée du choc, ainsi qu’en fonction des embryons eux-mémes. La combinaison de ces
facteurs retenue pour la génération F1 était un premier choc thermique a 38,5°C de 30
minutes lorsque 1’embryon est a 30%-50% épibolie (5-6 hpf), suivit par un second choc
thermique a 38,5°C de 45 minutes lorsque I’embryon est agé de 24 hpf. Ce protocole
permettait de déclencher la transcription du transgéne a un niveau similaire pour les deux
lignées (Figure SA), corrélée a une expression équivalente des protéines transgéniques
pour les lignées TARDBP®***“ et TARDBP"" comme montré par Immunobuvardage
(Figure 5B) et immunomarquage (Figure 5C) anti-myc. Cependant, seule la protéine TDP-
43 mutante est retrouvée clivée en un fragment de 25 kDa suite au choc thermique (Figure

5B). En termes de comportement moteur, les embryons de la lignée TARDBP"" n’étaient
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pas affectés par ce protocole, tandis que ceux de la lignée TARDBP“***“ développaient une

nage anormale accompagnée de mortalité (données non montrées).

Cependant, la variabilit¢ dans la réponse au choc thermique, tant entre embryons d’une
méme portée qu’entre embryons provenant de poissons différents ¢était importante,
indiquant qu’une sélection des poissons F1 utilisés pour élever la génération F2 était

nécessaire.
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Figure 5. Expression du transgéne pour les générations F1 TARDBP"" et
TARDBP®*¢, (A) RT-PCR montrant que le promoteur Asp70 n’est pas induit en
conditions normales. Suite a un choc thermique, des niveaux similaires d’ARNm sont
produits pour les deux lignées TARDBP"" et TARDBP®***“. (B) Immunobuvardage anti-
myc montrant que suite a un choc thermique, les deux lignées expriment la protéine TDP-
43 de type sauvage ou mutée a des niveaux similaires lors de la génération F1. Un fragment
clivé de 25 kDa n’est observé que dans la lignée TARDBP“***. (C) L’expression des
transgeénes est aussi confirmée par immunomarquage anti-myc sur embryons whole-mount,
montrant que dans les deux lignées a la génération F1, un choc thermique déclenche
I’expression ubiquitaire des transgénes, en particulier dans la moelle épiniére. Echelle : 40
um. La ligne pointillée représente la position approximative de la partie la plus ventrale de

la moelle épiniere. Tg : transgénique.
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2.2.2 Sélection des poissons F1

Lignée mutante TARDBP®#¢

Aprés avoir étudié¢ chaque poisson adulte F1 individuel, et en fonction de leur
réponse au choc thermique, nous avons choisi un poisson pour continuer la lignée et avons
décidé de le croiser avec un poisson de la lignée transgénique Hb9::GFP, qui marque les
motoneurones (et une partie des interneurones) avec une GFP membranaire, dans ’optique
de pouvoir observer in vivo le développement des motoneurones. Ce croisement a donné un
pourcentage d’embryons F2 transgéniques de 49,30% sur un total de plus de 1000
embryons (Tableau 3).

Lignée controle TARDBP""

Il a été décidé que la génération F2 de la lignée TARDBP"" serait obtenue en
croisant plusieurs poissons de la lignée entre eux, résultant donc d’un incross de plusieurs
poissons entre eux. Le pourcentage d’embryons transgéniques obtenus était de 75,43% sur

plus de 1000 embryons (Tableau 3).
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Tableau 3. Pourcentages d'embryons transgéniques obtenus pour les lignées
TARDBP®*C F1 et F2 ainsi que TARDBP"" F1 et F2

Les pourcentages de transmission du transgene de la génération F1 aux embryons F2 ainsi
que de la génération F2 aux embryons F3 pour les lignées TARDBP“***“ et TARDBP"". Le
nombre total d’embryon observé est indiqué entre parenthésesndique un poisson

femelle ; & indique un poisson male ; “’x”’ indique un croisement de type incross.

TARDBPS**C | TARDBP""F1
Qutcross Incross Incross

Ad B2xCd Mélange
0, L]
% d'embryons 4530 (1138) 77,50 (1773) 75,43 (1282)

TARDBP%*C F2 TARDBP"F2
Qutcross Qutcross Incross

Ad BJ cd AQ AQxB3
0, L] -
%o d'embryons 5, 16 5376)  51,99(1889) 54,07 (1474) 47,52(949) 71,16 (371)

transgéniques

2.3 Génération F2

2.3.1 Sélection des poissons F2 TARDBP“*¢

Pour sélectionner les poissons de la génération F2 qui seront utilisés pour étudier le
phénotype et lancer la génération F3, nous avons réalisé une série de 10 différents chocs
thermiques sur les embryons de plusieurs poissons différents. Le choc thermique qui a été
sélectionné consiste en un seul choc de 30 minutes a 38,5°C, sur des embryons de 18 hpf.
Ce stade du développement a été choisi, car c’est le moment ou les jonctions
neuromusculaires deviennent actives. Les trois poissons sélectionnés sont ceux pour qui ce
choc thermique donnait principalement des embryons ayant un phénotype moteur sans

défauts morphologiques macroscopiques ¢évidents. Ces trois poissons ont été utilisés pour
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une premicre étude du phénotype (décrite plus loin) et pour élever la génération F3 (environ
500 a 800 embryons chaque). Chaque poisson individuel a été croisé avec des poissons de
type sauvage et leur progéniture a été élevée séparément pour donner lieu a trois lignées

différentes TARDBP%**¢ pour la F3 (Tableau 3).

2.3.2 Lignée F2 TARDBP""

Malgré des taux de transmission du transgéne mendéliens (Tableau 3), la
fluorescence cardiaque des embryons de la génération F2 TARDBP"" était trés inférieure a
celle de la lignée TARDBP*5¢, et cette intensité moindre était corrélée a une réduction de
la quantité de protéine transgénique exprimée apres le choc thermique, comme montré par
Immunobuvardage (Figure 6A) et immunomarquage (Figure 6B). Le niveau d’expression
du transgéne étant inférieur comparé a la lignée TARDBP%**“| nous avons lancé une
génération F3 en faisant un incross des deux poissons ayant une intensité¢ de fluorescence
plus élevée que la moyenne (Tableau 3). De plus, nous sommes aussi retournés a la
génération F1 et avons choisi deux couples de poissons TARDBP"" pour générer deux
nouvelles générations F2 par incross, en espérant retrouver un niveau d’expression du

transgéne similaire a la lignée TARDBP“*¢,
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F2 TARDBP®3#¢ F2 TARDBP"T

56 kDa

26 kDa | S

FHUDUIINE [ o m———————
B

i. F2 TARDBPG34cC ii. F2 TARDBP"T iii. F2 TARDBP""enhanced

Figure 6. Expression du transgéne pour les générations F2 TARDBP"" et

TARDBP®*¢, (A) Immunobuvardage anti-myc montrant I’expression du transgéne a 48
hpf chez les embryons de trois poissons F2 TARDBP“***¢ et 8 poissons F2 TARDBP""
suivant un choc thermique. La membrane a été surexposée pour pouvoir avoir un marquage
clair pour la lignée TARDBP"”. (B) Immunomarquage anti-myc sur des embryons whole-
mount de la lignée F2 TARDBP®***¢ (Bi) et F2 TARDBP"" (Bii), en utilisant le méme
contraste. La méme image que pour (Bii) est montrée en (Biii), avec le contraste poussé au
maximum (enhanced) pour montrer un marquage du transgéne. Echelle : 80 um. La ligne

pointillée représente la partie la plus ventrale de la moelle épiniere.
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2.4 Génération F3

2.4.1 Lignée mutante TARDBP®**¢

Le pourcentage de transmission du transgeéne des poissons individuels des trois
lignées F3 TARDBP**5¢ a été étudié sur 300 & 500 embryons par poissons adultes, obtenus
en une dizaine de croisements (Tableau 4). Contrairement a ce qui a été¢ obtenu pour les
précédentes générations, le taux de transmission du transgeéne ne suivait pas les proportions
mendéliennes pour la majorité des poissons, indiquant la présence de plusieurs copies du
transgene en co-ségrégation au sein d’un méme locus. Des recombinaisons génétiques au
niveau des gametes ont permis de séparer certaines de ces copies, donnant des pourcentages
de transmission du transgene plus élevés que 50% (Tableau 4). Certains poissons donnent
cependant lieu a un taux de transmission du transgéne d’environ 50%, accompagné par une
fluorescente cardiaque plus faible que pour les générations précédentes et les embryons des
autres poissons F3. Il est possible que cela soit dii a la présence d’une seule copie du
transgene. Si c’est le cas, les descendants de ces poissons auront trés peu de variation du
phénotype et permettront une transmission stable du transgéne. Nous en sommes

présentement a sé¢lectionner ces poissons.

Tableau 4. Pourcentages d'embryons transgéniques obtenus pour la lignée

TARDBP®#C F3

Exemples de pourcentages de transmission du transgene de la génération F3 aux embryons
F4 pour 6 poissons TARDBP“***. Le nombre total d’embryon observé est indiqué entre

parenthéses. @ indique un poisson femelle ; &' indique un poisson méle.

TARDBPSC E3 outcross
Al BQ cd D& EQ FQ

% d'embryons

ransgéniques 1919 (309) 49.54(438) 5591 (440) 56,04 (364) 60,66 (610) 66,93 (505)
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2.4.2 Lignée controle TARDBP""

. . r . wT r r A r s 7
Les poissons de la lignée incross TARDBP"  ¢levés vont étre étudiés
individuellement pour essayer de retrouver une expression du transgéne similaire a celle de

la lignée TARDBP%*.

2.5 Analyse du phénotype des embryons de la génération F2

2.5.1 Phénotype comportemental

En utilisant le protocole de choc thermique développé pour les embryons de la
génération F2, a savoir un seul choc a 38,5°C de 30 minutes lorsque les embryons ont 18
hpf, nous avons analysé le comportement moteur des embryons entre 48 et 50 hpf. La
protéine mutante TDP-43 est détectée en grande quantité des les 2 heures suivant le choc
thermique, incluant la présence d’un fragment clivé de 25 kDa. L’expression de la protéine
continue a augmenter dans le temps, en particulier la quantit¢ de fragments de ~25 kDa et

de ~37 kDa (Figure 7).
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Figure 7. Expression du transgene a différents intervalles de temps, suite 2 un choc
thermique des embryons de la lignée F2 TARDBP®*¢, Suite au choc thermique, 10
embryons ont été pris pour chaque point dans le temps, a 2 heures, 3 heures, 4 heures, 5
heures, 6 heures et 16 heures aprés le choc pour voir I’expression du transgéne par
immunobuvardage, avec un marquage anti-myc. Les points sont donnés en heures apres le

choc thermique.

Les embryons de la lignée TARDBP“***“ ayant subit un choc thermique montrent un
comportement de nage altéré¢ lorsque touchés au niveau de la queue avec une paire de
forceps a 48 hpf (Figure 8Ai). Les embryons réagissent au stimulus, mais les contractions
¢licitées ne sont pas suffisamment fortes pour pouvoir les propulser. Ce comportement
n’est pas observé pour les embryons non transgéniques de la fratrie qui ont subit le méme
choc thermique (Figure 8Aii), ni pour les embryons transgéniques TARDBP“**“ n’ayant
pas subit le choc thermique (Figure 8Aiii). Il n’est pas non plus obtenu chez les embryons
TARDBP"" ayant subit le choc thermique (Figure 8Aiv), mais le niveau d’expression du
transgene étant faible dans cette lignée pour la génération F2, il n’est pas possible de savoir
si c’est a cause de ’effet non toxique de la protéine transgénique de type sauvage TDP-43.
Les embryons transgéniques TARDBP“*** n’ayant pas eu de choc thermique ont une

réponse de nage plus vigoureuse que les embryons non-transgéniques ayant eu un choc
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thermique (Figure 8Aliii), di au fait que le choc thermique induit un retard d’environ 1 a 2
heures dans le développement des embryons. Le comportement obtenu par les embryons
transgéniques TARDBP“***“ ayant subit le choc thermique et n’ayant pas de défauts
morphologiques est définit comme étant le phénotype comportemental et touche environ
60% de ces embryons tandis que 22% des embryons sont morts avant 48 hpf, et 25% sont
morphologiquement anormaux, et seulement 3% ont un comportement de nage normal
(Figure 8Bi). Les embryons des autres conditions ne montrent aucun défaut majeur de nage

(Figure 8Bii-iv).
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Figure 8. Comportement de nage des embryons de la génération F2 avec et sans choc
thermique. (A) Suite au choc thermique, les embryons transgéniques F2 de la lignée
TARDBP“*¢ (Ai et Bi) ont une réponse déficiente de nage en réponse au toucher. Ils
répondent au stimulus par des contractions trop faible pour les propulser efficacement. Au
contraire, les embryons non transgéniques ayant subit un choc thermique (Aii et Bii), les
embryons transgéniques TARDBP%*** n’ayant pas subits de choc thermique (Aiii et Biii) et
les embryons transgéniques TARDBP"" ayant subit un choc thermique (Aiv et Biv) ont un
comportement de nage normal. (B) Quantification du pourcentage d’embryons ayant un
phénotype moteur dans les différentes conditions. Voir Annexe 1 pour les données.

Echelle : 3 mm. Tg : transgénique ; Morph. : morphologie.
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2.5.2 Phénotype cellulaire

Etant donné le phénotype comportemental obtenu, nous avons étudié les
motoneurones. Le marquage anti-SV2 (synaptic vesicle glycoprotein 2) marque les
vésicules synaptiques, permettant de voir le corps cellulaire et les axones des motoneurones

primaires et secondaires, ainsi que de certains interneurones.

Les motoneurones des embryons transgéniques TARDBP®**C ayant subit un choc
thermique présentent une arborisation axonale anormale. Les branchements sont
surnuméraires, amenant a des branchements prématures (Figure 9Ai et 9Bi), comparé aux
embryons non transgéniques ayant subit un choc (Figure 9Aii et 9Bii) et aux embryons
transgéniques TARDBP“***“ n’ayant pas subits de choc thermique (Figure 9Aiii et 9Biii).
L’arborisation est aussi normale chez les embryons transgéniques TARDBP"" ayant subit
un choc thermique (Figure 9Aiv et 9Biv), mais encore une fois les niveaux d’expressions
du transgene étant trop bas, il n’est pas possible de tirer de conclusion. Cette morphologie
anormale des axones des motoneurones est définie comme étant le phénotype cellulaire.
Pour quantifier le degré d’arborisation des axones, nous avons mesuré la longueur axonale
de pré-branchement, c'est-a-dire la longueur des axones composant le nerf moteur de la
moelle épini€re jusqu’au premier branchement principal, le tout normalisé par la hauteur
dorso-ventrale de I’embryon, pour prendre en compte le retard développemental qui peut
arriver suite a un choc thermique pour les poissons transgéniques et non transgéniques. Les
embryons transgéniques TARDBP®**5¢ ayant subit un choc thermique montrent une
réduction d’environ 28% de la longueur de branchement pré-axonale significative par

rapport aux autres conditions (Figure 9B).
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Figure 9. Morphologie des axones des motoneurones de la génération F2 avec et sans
choc thermique. (A) L’ immunomarquage anti-SV2 sur des embryons whole-mount montre
qu’aprés un choc thermique, les embryons de la lignée F2 TARDBP“**“ (Ai et Bi) ont des
axones de motoneurones anormales, avec une arborisation surnuméraire amenant a un
branchement prémature. Ce phénotype n’est pas observé chez les embryons non
transgéniques ayant subit un choc thermique (Aii et Bii), les embryons transgéniques
TARDBP“*¢ n’ayant pas subit de choc thermique (Aiii et Biii) et les embryons
transgéniques TARDBP"" ayant subit un choc thermique (Aiv et Biv). Le panneau inférieur
représente les tracés des axones des motoneurones réalisés avec NeuronJ [182]. (B)
Quantification du phénotype cellulaire observé en utilisant la longueur des axones avant le
premier point principal de branchement, normalis¢é par la hauteur dorso-ventrale de
I’embryon. Les barres d’erreurs représentent 1’erreur standard de la moyenne et 1’astérisque

(*) représente un résultat significativement différent des 3 autres conditions avec p < 0,05.
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Nous avons développé deux lignées transgéniques stables, une exprimant le géne
humain de type sauvage TARDBP (TARDBP""), et I’autre exprimant la variante mutée
G348C (TARDBP®*C), retrouvée dans certains cas de sclérose latérale amyotrophique
(SLA). Le transgene a été mis sous le controle d’un promoteur inductif Asp70 et le géne
rapporteur eGFP était lié a un promoteur cardiaque. Les lignées ont été développées
jusqu’a la génération adulte F3. L’expression du transgéne dans la lignée TARDBP"" est
faible, et nécessite de retourner aux générations précédentes pour retrouver une expression
plus élevée. La lignée TARDBP“***C exprime le transgéne a un haut niveau suivant
I’induction du promoteur par choc thermique. L’étude du phénotype des embryons de la
génération F2 montre que I’expression de la variante G348C de TDP-43 entraine un
phénotype comportemental caractéris€¢ par un défaut de nage des embryons, ainsi qu’un
phénotype cellulaire étudi¢ au niveau des axones des motoneurones, qui présentent une
arborisation surnuméraire amenant a des branchements prématures. Ces deux phénotypes
sont similaires a ceux observés précédemment dans les embryons transgéniques transitoires

(Kabashi 2010).

3.1 Constructions génétiques

Le systeme de transposon 70/2 est couramment utilisé pour la création de lignées
transgéniques de poisson z¢ébré. En moyenne, une dizaine de copies du transgéne s’insérent
dans le génome du poisson et la transmission du transgene a la génération-fille F1 est
décrite comme étant de 1’ordre de 50-70% [177, 183]. Dans le cas de nos lignées, le taux de
transmission de la génération FO a la génération-fille F1 était de 25% pour la lignée
TARDBP%* et de 43,5% pour la lignée TARDBP"” soit des taux inférieurs a ceux
obtenus dans la littérature. De plus, ce faible pourcentage est accompagné d’un haut taux de
mortalité (70%) des poissons FO avant I’age adulte. Il est possible que les poissons décédés
soient ceux pour lesquels I’intégrité de la région ou le transgéne s’est inséré était nécessaire
a leur survie ; il se peut également que chez ces poissons, une activation spontanée du

promoteur de choc thermique ait déclenché I’expression du transgéne de fagon permanente,
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causant leur mort prématurée. Ceci pourrait aussi expliquer 1’absence de cas ou le

promoteur est spontanément activé au cours des différentes générations.

En plus du géne TARDBP humain, la construction contenait le géne codant pour la protéine
eGFP liée a un promoteur cardiaque, permettant une expression constitutive de eGFP dans
le cceur des embryons transgéniques, facilitant la séparation des embryons transgéniques et
non-transgéniques. Le promoteur cmlic2 utilis€ semble étre treés spécifique, 1’expression
ectopique de eGFP n’ayant jamais ¢été observée. De plus, nos observations semblent
indiquer que I’intensit¢ de la fluorescence cardiaque est proportionnelle au nombre
d’insertions présentes chez I’animal et a I’intensité de la transcription du transgene. Cette
hypothése nous permet de pouvoir séparer de maniere simple et rapide les poissons
semblant avoir une perte d’expression du transgéne. Cependant, cette hypothese doit encore
étre confirmée en comparant le nombre réel d’insertions des différents poissons utilisés a

I’intensité de leur fluorescence cardiaque.

La génération de ces lignées transgéniques nécessitait un systéme d’expression inductible
tel qu’offert par le promoteur de choc thermique Asp70 afin d’éviter 1’expression
constitutive de TDP-43 toxique. En effet, plusieurs études montrent une 1étalité précoce des
animaux surexprimant la version sauvage du géne humain TARDBP ou ’une des versions
mutées identifiées chez des patients souffrant de la SLA [122-124, 129]. L’utilisation d’un
systeme inductible nous permet donc d’éviter cette mortalité précoce et de pouvoir élever
les différentes générations de transgéniques. De plus, il nous permet de décider a quel
moment le transgeéne est exprimé, ainsi que, dans une moindre mesure, le niveau de son
expression. Au moment de la génération des lignées, le promoteur Asp70 était le systéme
d’induction le plus fiable. Cependant, au cours du projet, deux problémes principaux nous
sont apparus. Le premier probléme survient en rapport avec le lien existant entre le rdle de
TDP-43 et la réponse au stress, médi¢e en partie par la régulation a la hausse de la protéine
hsp70. 11 a ét¢ montré que TDP-43 participe aux processus cellulaires survenant apres un
stress et est entre autres retrouvé au niveau des granules de stress situées dans le

cytoplasme des cellules [100-102]. Cette délocalisation du noyau vers le cytoplasme
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entraine une possible réduction des fonctions normales de la protéine du poisson z¢ébré Tdp-
43. Nous nous retrouvons donc dans une situation ou, pour surexprimer la protéine humaine
TDP-43 dans nos lignées transgéniques, nous devons mettre les embryons en situation de
stress, modifiant potentiellement I’état physiologique basal de la protéine Tdp-43 du
poisson zébré. Cependant, ceci peut jouer en notre faveur, nous permettant d’observer les
effets nucléaires du transgéne mutant ou de type sauvage tout en ayant une interférence

réduite avec la protéine du poisson zébré.

L’autre probléme rencontré est intrinséque au promoteur Asp70 et concerne la variabilité de
la réponse au stress observée suite a un choc thermique pour la génération F2. Cette
variabilité est due en partie a la variation naturelle de la réponse au stress [184], mais aussi
possiblement a une variabilit¢ dans le nombre de copies du transgéne. Un nombre plus
important de copies entrainerait un niveau d’expression du transgeéne plus élevé pour un
méme choc thermique, et donc un phénotype aggravé. Il est primordial de s’assurer de la
stabilit¢ et de I'uniformité¢ des générations futures, en déterminant le nombre de copies
présent dans les différents poissons porteurs et en réduisant le nombre de copies a une

seule.

D’autres systémes de promoteurs inductibles auraient pu étre utilisés, comme le systéme
d’activation transcriptionnel controlé par la tétracycline, une méthode par laquelle la
transcription d’un géne est activée (Tet on) ou réprimée (Tet off) par la présence de la
tétracycline, ou d’un dérivé de cet antibiotique tel que la doxycycline [185, 186]. Ce
systéme d’induction est théoriquement simple a utiliser, la drogue pouvant étre mise dans
I’eau dans laquelle les embryons sont ¢levés pour activer le promoteur. De plus, ce systéme
est réversible : il suffit de transférer les embryons dans de 1’eau ne contenant pas la drogue.
Cependant, I’expression basale de ce prometteur est trop élevée pour notre application. Un
autre systeme d’induction est basé sur I’activation du récepteur cestrogéne T2 par le
tamoxifen/4-hydroxytamoxifen, un médicament utilis¢é pour traiter le cancer du sein
pourrait-€tre utilisé [187, 188]. Cependant, bien qu’attirantes en théorie, ces deux méthodes

activent la transcription du transgeéne par voie chimique, ce qui peut potentiellement
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interférer avec les molécules qui seront utilisées lors du criblage pharmacologique prévu
pour trouver des composés permettant de sauver le phénotype. Par exemple, le tamoxifen
lui-méme est présentement en essai clinique phase II  pour la SLA

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCTO01257581 et [189]).

Malgré son nom, le promoteur de choc thermique Asp70 s’active en présence d’autres stress
que thermiques [190]. On pourrait donc prendre avantage de cette situation et essayer
d’utiliser différents types de stress pour déclencher ’expression du transgene, tels que le
stress oxidatif, osmotique, ou en utilisant des métaux lourds, et observer si différents stress

amenent a un phénotype différent, tant au niveau qualitatif que quantitatif.

3.2 Lignées transgéniques

Deux lignées transgéniques ont été générées, I'une exprimant le géne humain
TARDBP de type sauvage, et I’autre le méme géne mais avec la mutation G348C liée a la

SLA.

Plusieurs études ont rapporté une toxicité de la protéine humaine de type sauvage lorsque
fortement surexprimée chez le C. elegans [73, 74, 131], la drosophile [77, 78, 132-135], le
poisson zébré [136] ou la souris [123-126, 130], causant en général un phénotype toxique,
mais moins sévere que celui induit par les mutations de 7TARDBP. De plus, la présence
anormale de la protéine TDP-43 non mutée dans les inclusions ubiquitinées cytoplasmiques
de la majorité¢ des cas de SLA [9, 10, 14, 15, 103-107] renforce la nécessité¢ d’avoir une
lignée transgénique pour le géne de type sauvage. Cependant, lors de nos études sur les
transgéniques transitoires, nous n’avons pas observé de différences significatives entre les
poissons de type sauvage non-injectés et ceux exprimant I’ARNm TARDBP"”, pourtant

exprim¢é a un niveau suffisant pour sauver le phénotype de perte de fonction [80].

Le phénotype observé chez ces modeles animaux est dose-dépendant et une surexpression
. ’ ’ wT . r . J . r r

moins €levée de TARDBP"' entraine un phénotype moins séveére qu’une expression €levée

du transgeéne. De plus, Swarup et collégues ont montré qu’a niveau d’expression équivalent

entre leurs lignées TARDBP"" et TARDBP%***“ murines, le phénotype obtenu par la lignée


http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01257581�
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de type sauvage est moins sévere que celui obtenu par ’expression de TDP-43 mutant
[130]. Une représentation schématique de cette relation est possible (Figure 10). Ainsi,
’obtention d’un phénotype équivalent entre les lignées TARDBP"" et TARDBP mutant
peut étre obtenu soit en ayant un niveau de surexpression de la protéine de type sauvage
plus ¢élevé que celle de la protéine mutante (et dans ce cas la le phénotype reste spécifique),
soit lorsque I’expression des deux lignées est a un niveau critiquement élevé, causant un
phénotype toxique qui est probablement non spécifique. Un des intéréts d’une lignée
TARDBP"" dans le cas ou I’expression des transgénes n’est pas constitutive et doit étre
induite par ’expérimentateur comme dans notre protocole, est de s’assurer que le
phénotype observé n’est pas dii a une surexpression démesurée des transgénes, causant un
phénotype généralement toxique non spécifique. La lignée TARDBP"" lorsque dosée
correctement (avec une expression équivalente ou supérieure a celle de la lignée mutante)
peut donc nous servir de témoin, pour s’assurer que la surexpression induite par nos
protocoles de choc thermiques ne soit pas trop excessive. De plus, on peut imaginer une
situation ou I’on réussirait a avoir un phénotype dans la lignée mutante mais pas dans la
lignée TARDBP"", permettant d’avoir une surexpression minimale du transgéne tout en

causant un phénotype spécifique, comme avec nos protocoles d’expression transitoire.
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Figure 10. Représentation schématique du phénotype obtenu en fonction de la
surexpression des protéines TDP-43 mutantes et de type sauvage. (Schéma adapté de

Wegorzewska et Baloh, 2010 [191]).

Cependant, pour pouvoir jouer ce réle de témoin, il faut que les deux lignées aient un
niveau comparable d’expression du transgene, ce qui n’est plus notre cas des la génération
F2, tant au niveau de I’intensité de la fluorescence cardiaque qu’au niveau de 1’expression
protéique obtenue par Immunobuvardage. Cette “’perte’’ du transgeéne reste encore a é&tre
expliquée, mais il est probable qu’elle vienne en partie du fait que des poissons porteurs de
la lignée TARDBP"" n’aient pas été sélectionnés en F1, comme nous 1’avons fait avec la
lignée TARDBP®**C. Pour tenter de rétablir un niveau d’expression similaire dans les deux
lignées, plusieurs stratégies ont été mises en place ces derniers mois. La premicre consistait
a essayer d’augmenter le nombre de copies présents dans la génération F3 en réalisant un
incross de deux poissons de la génération F2. Les poissons F3 de cette génération
TARDBP"" ainsi que ceux de la lignée TARDBP“***“ seront croisés individuellement avec
des poissons de type sauvage et les embryons ainsi obtenus subiront un choc thermique en

vu de comparer entre les deux lignées I’expression des protéines transgéniques par
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Immunobuvardage. L’idée étant par la suite de sélectionner les poissons des deux lignées
ayant un niveau d’expression similaire pour la suite du projet. Cependant, dans le cas ou les
niveaux d’expressions des poissons de la lignée TARDBP"" restent faibles malgré le
croisement incross, nous avons déja mis en place une deuxiéme stratégie : nous sommes
retournés aux poissons de la génération F1 et avons croisé deux couples de la lignée
TARDBP"" pour obtenir deux nouvelles générations F2 ayant potentiellement un niveau
d’expression plus élevé que la génération F2 actuelle et auront des niveaux d’expression du
transgéne similaire a ceux de la lignée TARDBP“***“. Enfin, dans le cas ou cette deuxiéme
stratégie ne fonctionne pas, nous retournerons a [’étape de microinjection et

recommencerons la lignée du début.

Au sein des transgéniques TARDBP®**, une variabilité intra- et inter-lignée est
observée par rapport a I’intensité de la fluorescence cardiaque et a la réponse au choc
thermique. Ces variations proviennent probablement d’une différence dans le nombre de
copies du transgene et/ou de I’influence de la région génique d’insertion du transgene. Dés
la génération F1, le pourcentage d’embryons transgéniques obtenus pour chaque poisson
adulte est d’environ 50%, soit un ratio mendélien pour une insertion unique. Cependant, des
résultats préliminaires obtenus avec la génération F3, ou un taux de transmission du
transgene supérieur a 50% est observé pour certains poissons, semblent indiquer la
présence de plusieurs copies en déséquilibre de liaison, c'est-a-dire regroupées dans une
méme région du génome. Plus les copies sont rapprochées entre elles, plus la possibilité de
recombinaison est réduite, et les copies sont transmises ensemble a la génération suivante.
C’est donc cette co-ségrégation des copies qui serait responsable du taux de 50% de
progéniture transgénique avant la génération F3. Ces résultats soulignent I’importance
d’identifier le nombre de copies présentes chez les poissons porteurs en utilisant les

techniques de PCR quantitative ou de Southern blot.

Une autre décision prise pour la lignée TARDBP**%¢ a été de croiser la génération F1 avec
la lignée HbHY::GFP dont les motoneurones et une sous population d’interneurones

expriment une GFP membranaire, permettant de suivre in vivo le développement des
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motoneurones, en particulier de I’arborisation axonale. Bien qu’utile pour étudier le
phénotype axonal in vivo, la décision de générer la génération F2 a partir de ces
transgéniques s’est révélée ne pas €tre idéale. Si les poissons Hb9::GFP hétérozygotes ne
posent normalement pas de problémes, les poissons homozygotes de cette lignée dans un
contexte sauvage sont toxiques pour les motoneurones [192]. Dans le cas de la génération
F2 de la lignée TARDBP®***¢ les poissons étaient hétérozygotes pour le géne Hb9::GFP.
Cependant, le risque que la présence de la GFP membranaire dans des motoneurones déja
fragilisés par la présence de la protéine TDP-43 humaine mutante n’aggrave le phénotype
comparé aux embryons n’exprimant pas la GFP membranaire n’est pas a négliger. Pour
éviter de rajouter une autre source de variation dans les résultats, nous avons uniquement
choisi des poissons n’exprimant pas la GFP dans les motoneurones pour élever la

génération F3.

3.3 Phénotype de la génération F2

Plusieurs lignées transgéniques de poissons z¢brés utilisant le promoteur Asp70 ont
¢été publiées [193-195]. Dans la majorité des cas, le choc thermique ayant pour seul but de
promouvoir la transcription d’une protéine fluorescente servant de marqueur, 1’intensité de
I’expression et donc du choc thermique importe peu et un simple choc de 45-60 minutes a
37°C est donc généralement suffisant [193, 194]. Cependant, dans notre cas, le phénotype
observé dépend principalement du protocole de choc thermique utilisé. Plus le protocole est
agressif, plus la transcription est forte et I’expression du transgene élevée, plus le
phénotype TARDBP“** sera sévére et potentiellement létal plus que paralysant. Dés la
génération FO, des tests de différents protocoles de choc thermique ont été essayés sur les
embryons, pour trouver un protocole suffisamment puissant pour donner un phénotype
spécifique au niveau des motoneurones, sans étre trop agressif, pour éviter qu’une
expression trop élevée du transgéne n’améne a un phénotype non spécifique li¢ a une
toxicité générale et entrainant une mort précoce des embryons. Une autre difficulté pour
¢tablir un protocole de choc thermique efficace réside dans la variabilité encore présente

tant au niveau du nombre de copies que de leur lieu d’insertion, non seulement entre les
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embryons obtenus a partir d’'un méme poisson porteur, qu’entre ces embryons et ceux
obtenus et a partir de poissons porteurs différents. Cependant, ces variabilités se réduisent

de génération en génération.

Les différents tests de choc thermique jouant tant sur la durée du choc que sur la
température et 1’dge des embryons et réalisés sur les embryons d’une dizaine de poissons
adultes F2 TARDBP“***“, ont permis d’identifier un protocole de choc thermique efficace
qui conduit a un phénotype similaire pour trois différents poissons porteurs de la génération
F2. Cependant, nous pouvons supposer que le gradient observé dans le phénotype est lié¢ a
la différence du nombre de copies du transgene entre les embryons d’une méme portée.
Ainsi, nous observons 40% des embryons pour qui le choc thermique est soit létal, soit
résulte en une toxicité générale amenant a des anormalités morphologiques ainsi qu’a une
mort précoce. Une faible minorité d’embryons de la lignée TARDBPY**¢ semble ne pas
étre affectée par le choc thermique, tandis qu’environ 60% des embryons transgéniques ont
un comportement moteur réduit, avec un phénotype axonal consistant en une arborisation
surnuméraire qui est caractérisée en mesurant la longueur du segment axonal précédent le
premier branchement principal. Ce phénotype moteur et cellulaire est similaire a celui
observé en utilisant les transgéniques transitoires [80, 176]. Dans ce modele, le pourcentage
d’embryons ayant un phénotype est de 54%-57%, tandis que 24%-28% des embryons sont
normaux et 15%-22% sont morphologiquement anormaux et/ou ont une mortalité précoce
[80, 176]. Ces résultats chez les transgéniques transitoires s’expliquent par le fait que les
injections d’ARNm sont variables, et n’affectent pas de la méme fagon tous les embryons.
De plus, le seul fait d’injecter un colorant (sham injections) résulte en une mortalité de 10%
[176]. Pour la lignée stable TARDBP***“, si I’on observe un taux plus ou moins similaire
de 60% ayant un phénotype, virtuellement tous les autres embryons sont
morphologiquement anormaux (~15%) et/ou morts (~22%). Cette apparente variabilité¢ de
la réponse a I’expression du transgéne mutant dans la lignée stable semble indiquer un
spectre phénotypique continu. Une autre explication serait que ces différences soient dues a
un nombre variable de copies du transgéne entre les embryons, amenant a un niveau

d’expression différent de la protéine mutante entre ces catégories. Ainsi, les 37%
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d’embryons morphologiquement anormaux/morts auraient un plus grand nombre de copies
du transgéne et donc des niveaux d’expression du transgeéne trop élevés (les 22%
d’embryons morts plus encore que les 15% d’embryons morphologiquement anormaux),
amenant a une létalité due a une toxicité non-spécifique générale du transgeéne. Les 60%
d’embryons montrant un phénotype auraient un nombre de copies plus réduit, et donc un
niveau d’expression du transgeéne moins €levé, entrainant un phénotype plus spécifique
(Figure 10). La méthode utilisée pour étudier le phénotype moteur (présence ou absence de
nage) ne permet pas d’étudier en détail les variations de phénotype dans ces 60%
d’embryons, mais il est possible que des différences soient observées. Une nouvelle
méthode développée au laboratoire et décrite dans la prochaine section nous permettra

d’étudier ces fines variations du phénotype.

En accord avec cette explication, des données préliminaires obtenues sur la génération F3
TARDBP®**C ¢t non inclues dans ce mémoire, montrent un taux de transmission du
transgene aux embryons pouvant aller jusqu’a 70%, indiquant la présence de plusieurs
copies du transgéne en déséquilibre de liaison. D’autres poissons ont un taux de
transmission de 50%, et leur progéniture a une fluorescence cardiaque uniformément plus
faible que pour la génération précédente, indiquant une perte de copies du transgene. Un
choc thermique sur ces embryons entraine une plus grande uniformité du phénotype, et une
réduction drastique du nombre d’embryons morphologiquement anormaux et/ou morts. Ces
derniers résultats optimistes laissent a penser que d’ici une a deux générations, la lignée

TARDBP%*€ sera stable et uniforme et pourra étre utilisée pour nos études futures.

3.4 Caractérisations futures des lignées

Avant de pouvoir passer aux étapes suivantes, il importe de regagner un niveau
d’expression similaire entre les lignées TARDBP"" et TARDBP®**C et de caractériser plus

en détail le phénotype en utilisant des poissons montrant un phénotype stable et uniforme.

Parmi les caractérisations qui doivent étre faites, une des plus importantes pour le

criblage pharmacologique consiste en une meilleure quantification du phénotype moteur.
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Une méthode adaptée récemment au laboratoire permet d’obtenir de maniére objective des
parametres du comportement natatoire des embryons, tels que la distance de nage, la durée
de nage et la vitesse moyenne et maximale atteinte. Ainsi, on peut étudier comment
I’expression de TDP-43 mutée modifie ces parametres et s’ils peuvent étre rétablis aux
valeurs normales par un composé lors du criblage pharmacologique. Un des avantages
indéniables que cette technique ameéne, comparée a I’étude binaire du phénotype réalisée
dans ce mémoire (présence ou absence d’un comportement de nage ‘’normale’’) est la
caractérisation possible d’un phénotype intermédiaire, obtenu pour la lignée TARDBP"”
par exemple, ou bien par un sauvetage partiel du phénotype de la lignée TARDBP®**5¢ par
un composé¢ lors du criblage. De plus, une fois que les lignées seront stables, une étude du
phénotype au niveau ¢€lectrophysiologique pourra étre réalisée pour étudier si le défaut
menant au phénotype moteur se trouve au niveau musculaire, au niveau du motoneurone,
ou bien de la jonction neuromusculaire. Une étude similaire des poissons transgéniques
transitoires est présentement en cours de réalisation par Gary Armstrong, qui a montré la
présence d’une déficience neuromusculaire due a une diminution de [Dactivité
présynaptique [196], tel qu’observée chez la souris SODI de fagon pré-clinique [197].
L’¢tude de ce phénotype peut étre plus importante que celui de la mort cellulaire pour

I’établissement de nouvelles thérapeutiques.

Le phénotype cellulaire des motoneurones nécessite aussi une caractérisation plus
approfondie. Le marquage SV2 marque sans distinction les trois motoneurones primaires
ainsi que les motoneurones secondaires, ne permettant pas d’individualiser 1’axone d’un
seul motoneurone, rendant 1’identification des branches principales hasardeuse, en
particulier di au fait que I’axone du motoneurone RoP quitte le faisceau au niveau du
myoseptum horizontal. La méthode qui permettra de résoudre ce probléme et de répondre
au plus grand nombre de questions consiste a utiliser la technique de transplantation [198].
En utilisant la lignée Hb9::GFP pour identifier les motoneurones donneurs, on peut
transplanter des précurseurs des motoneurones des lignées TARDBP au stade blastula dans
un embryon hote de type sauvage. Seuls quelques neurones exprimeront la GFP, permettant

d’imager 1’arborisation compléte de 1’axone d’un seul motoneurone et d’identifier comment
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I’expression de TDP-43 mutant modifie la morphologie générale. Un avantage
supplémentaire de cette technique est qu’elle permet de répondre a la question concernant
le caractére cellulaire autonome ou non du phénotype : comment se comportera un
motoneurone exprimant la protéine mutée dans le contexte d’un embryon sain ?
Inversement, comment se comportera un motoneurone sain dans le contexte d’un embryon
exprimant la protéine mutante ? Ces questions ont ¢ét€é adressées chez des souris
transgéniques exprimant la protéine SODI humaine mutante [54]. En utilisant des
promoteurs permettant d’exprimer la protéine spécifiquement dans des sous-populations
cellulaire, il a ét¢ démontré que la toxicité induite par les mutants SODI1 n’est pas
autonome du point de vu de la cellule (non cell-autonomous). La participation de plusieurs
types de cellules a la pathologie a été déterminée, la toxicité dans les motoneurones seuls
étant responsable du moment de 1’apparition des premiers symptomes et du déroulement du
début de la maladie, tandis que I’expression de la protéine mutante dans les astrocytes ou
les cellules microgliales accélere la progression de la maladie sans en changer le début. I1
est intéressant de noter que I’expression de SOD1 mutant dans les cellules musculaires
n’affecte ni le début, ni le déroulement de la maladie. Nos lignées de poissons zébrés
pourraient permettre d’apporter le méme type de réponse pour la pathologie de la SLA li¢e

au gene TARDBP.

Enfin, d’autres caractérisations qui n’ont pas encore €té abordées pourront étre entreprises,
entre autre étudier si d’autres types cellulaires sont affectés par I’expression des transgenes.
Chez les patients SLA, les fonctions sensorielles et autonomes sont épargnées [1] ainsi que
les fonctions cognitives chez la majorité des patients. Cependant, environ 15% des patients
SLA souffrent aussi de démence fronto-temporale, présentant une atrophie du cortex
préfrontal [34], et certaines mutations de TARDBP peuvent entrainer une démence fronto-
temporale sans signes moteurs [199] ; il serait intéressant de savoir si ces caractéristiques
sont reproduites dans nos lignées et si le phénotype que 1’on obtient est réellement
spécifiquement moteur. Une autre caractéristique de TDP-43 dans la SLA est la
translocation de la protéine habituellement nucléaire, dans le cytoplasme des motoneurones

et sa présence dans des inclusions cytoplasmiques [9, 10, 14, 15, 103-107]. 1l sera
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intéressant de regarder si la localisation sous-cellulaire de TDP-43 est aussi altérée dans nos
lignées transgéniques. Finalement, TDP-43 étant impliqué dans la réponse au stress [100-
102] et notre méthode d’activation de la transcription passant par un stress, il sera
intéressant de regarder comment différents types de stress modifient la présentation du
phénotype, ainsi que le comportement de TDP-43 dans les motoneurones : la protéine
transgénique s’associe-t-elle aux granules de stress [102], la réponse au stress est-elle
perturbée ? Une facon de répondre a cette derniere question est de déterminer la quantité
des dérivés réactifs de 1’oxygéne (ROS Reactive oxygen species), une méthode qui est

¢établie pour le poisson z¢ébré [200, 201].

3.5 Pertinence pour la SLA et utilisations futures des lignées

On peut se demander s’il est pertinent d’utiliser des embryons de poisson pour
¢tudier une maladie humaine affectant des patients adultes. Les lignées que nous avons
développées sont des modeles génétiques de la SLA. Nous ne visons pas a reproduire avec
exactitude toutes les caractéristiques retrouvées chez les patients, bien que dans nos
différents mod¢les de poisson zébré pour la SLA nous en observons quelques attributs, tel
que la présence de fragments clivés de 25 et 37 kDa et une augmentation de branchements
axonaux. Cette augmentation des branchements axonaux est aussi présente chez nos
modeles de transgéniques transitoires, et est similaire au phénotype de die-back des
motoneurones observé chez les souris SODI1 et qui arrive tot dans la pathologie [197]. Dans
les modeles transitoires, nous observons aussi la mort des motoneurones lorsque mis en
présence de stress intensif comme le NMDA, un analogue du glutamate qui surexcite les
circuits moteurs [196]. Nous souhaitons étudier les geénes impliqués dans la maladie et
comprendre comment les mutations des genes modifient leurs fonctions normales et meénent
aux dysfonctionnements des motoneurones observés chez les patients souffrant de SLA.
Les embryons de poissons zébrés, de par leur facilit¢ de manipulation génétique, leur
comportement moteur stéréotypé et le grand nombre d’individus disponibles en une seule
ponte, nous offrent la possibilit¢ de répondre a certaines questions que les modeles

classiques effectués chez des mammiferes ne peuvent adresser. Ces lignées ont été créées
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avec deux buts principaux : approfondir les connaissances sur la pathogénése de la SLA
liée aux mutations de TARDBP, et utiliser la méthode de criblage pharmacologique pour

trouver de nouvelles ouvertures thérapeutiques.

Dans une publication récente [176], nous avons montré in vivo la pathogénicité de
mutations de FUS associées a la SLA, en utilisant des embryons transgéniques transitoires.
Dans cette méme publication, et toujours en utilisant des transgéniques transitoires, nous
avons ¢tablis un premier lien génétique entre TARDBP et FUS, en déterminant que FUS
agit en aval de TDP-43, tout en déterminant que SOD1 opere dans une voie indépendante
[176]. La relation d’amont et d’aval entre TARDBP et FUS a aussi été obtenue dans un
modele de drosophile [202]. Les lignées TARDBP ainsi que les lignées FUS que nous
sommes présentement en train de développer au laboratoire vont servir de base pour étudier
les interactions génétiques entre les divers génes impliqués dans la SLA, tels que FUS [16,
171 UBQLN?2 [18], C9ORF72 [19, 20], angiogenin [47, 48] ou valosin-containing protein
[53]. Les défauts biochimiques des mutations de ces geénes ne sont pas connus, et les
modeles in vivo sont pour le moment les seules mesures du phénotype. Utilisant nos lignées
transgéniques comme background, 1’orthologue poisson zébré de ces geénes sera réprimé par
AMO, et ’ARNm de type sauvage ou muté de ces geénes sera surexprimé dans les
embryons de nos lignées transgéniques. Le phénotype obtenu sera observé, et nous donnera
une indication de D’interaction de ces genes entre eux. L’¢tude de ces interactions
génétiques permettra d’établir le réseau génétique impliqué dans la SLA et de comprendre
comment des mutations dans ces différents geénes, certains impliqués dans des processus

completement différents les uns des autres, peuvent amener a la méme maladie.

L’avantage principal de ces lignées transgéniques de poisson zébré repose sur la possibilité
d’utiliser la méthode de criblage pharmacologique [174]. A cause de ’hétérogénéité des
¢tiologies de la SLA et du fait que 90% des cas soient sporadiques, les recherches
effectuées ces derniéres années n’ont toujours pas permis de trouver un traitement plus
efficace que le riluzole, dont la découverte remonte a 1996 [8] et qui ne prolonge la vie que

de quelques mois. Plutdt que de se baser sur les informations apportées par les avancées en
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physiopathologie de la SLA pour trouver un médicament qui pourrait convenir, nous
proposons de tester le plus grand nombre possible de molécules pour voir lesquelles
peuvent améliorer le phénotype de nos lignées. Les composés positifs pourront étre étudiés
plus en détails et en combinaison les uns avec les autres, pour tester si un de leur dérivé
peut avoir un effet plus potent. En commencant avec des composés déja approuvés par la
FDA, les molécules potentielles pourront rapidement étre testées en essais cliniques,

accélérant la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Une derniére note peut étre faite sur ’utilisation de ces lignées. Le fait que
I’expression du transgeéne soit inductible pourrait nous permettre d’utiliser ces lignées pour
essayer de modeler une pathologie de la SLA plus proche de celle développée chez
I’homme. Nous pourrions par exemple développer un protocole ou des chocs, thermiques
ou autre, de force moindre seraient réalisés de mani¢re hebdomadaire pendant toute la
durée de vie du poisson. Ces chocs seraient suffisamment faibles pour ne pas entrainer un
phénotype di a une trop grande surexpression ponctuelle du transgéne, mais causeraient
malgré tout une accumulation progressive de la protéine mutante. Il est alors possible que
passé un certain seuil, cette accumulation entrainerait une pathologie chez le poisson adulte,
qui pourrait étre similaire au développement de la SLA chez I’homme. Cette expérience,
qui est intellectuellement trés intéressante, demande un grand temps de préparation, en plus
d’étre de longue durée, un poisson zébré adulte pouvant étre gardé en laboratoire deux ans.

Entre temps, le phénotype obtenu chez les embryons peut continuer a étre exploité.



4. Conclusion

Lors de cette maitrise, deux lignées transgéniques de poisson zébré ont été
développées, exprimant le géne humain TARDBP de type sauvage (TARDBP"") ou mutant
(TARDBP%***%) sous controle d’un promoteur de choc thermique. Une grande partie du
travail réalisé consistait a établir la transmission du transgéne d’une génération a 1’autre et
d’établir un protocole adéquat de choc thermique, permettant une expression stable et
ubiquitaire du transgeéne. Lors de ces étapes, longues de plusieurs mois, 1’expression du
transgéne de la lignée TARDBP"" s’est perdue, et la prochaine étape du projet consiste &
retrouver un niveau d’expression similaire a celui de la TARDBP“**“. L’expression du
transgéne dans la lignée TARDBP“**5¢ avec le protocole de choc thermique établi entraine
un phénotype moteur, similaire a celui observé avec des modéles d’expression transitoire
[80], avec 60% d’embryons transgéniques ayant un défaut de nage, et une réduction de 28%

dans la longueur de pré-branchement des axones des motoneurones.

Cette maitrise a permis d’établir les bases pour une étude génétique de la sclérose
latérale amyotrophique en utilisant le poisson zébré. Ces lignées sont des outils qui
pourront étre utilisées non seulement pour obtenir une meilleure compréhension des défauts
biochimiques des mutations du géne TARDBP et de la pathogénése de la SLA, mais aussi
pour étudier les réseaux génétiques de la SLA et trouver de nouvelles voies thérapeutiques
en utilisant un systéme de criblage in vivo de petites molécules. Ces lignées ont donc un

grand potentiel comme modeles génétiques in vivo de la SLA.



5. Matériel et méthodes
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5.1 Maintien des poissons zébrés

Les poissons zébrés (Danio rerio) étaient maintenus a 28°C dans des aquariums
d’eau douce filtrée, dans une salle ayant un cycle nuit-jour de 12 heures. La veille du jour
ou des embryons étaient nécessaires, les poissons adultes des lignées transgéniques
TARDBP"" et/ou TARDBP“***“ étaient mis dans des aquariums de reproduction avec des
poissons de sexe opposé, soit de la méme lignée transgénique (incross), soit de type
sauvage (outcross), soit de la lignée Hb9::GFP, et gardés séparés jusqu’au lendemain
matin. A I’allumage des lumiéres de la salle au matin, les séparateurs étaient enlevés et les
poissons étaient laissés en contact jusqu’a la production d’ceufs. Les embryons étaient alors

récoltés et les poissons adultes séparés et remis dans leurs aquariums respectifs.

Les embryons récoltés étaient conservés a 28,5°C dans de 1’eau du systeme
contenant 0,02% de bleu de méthyléne, jusqu’au premier choc thermique. Ils étaient ensuite
gardés dans de I’eau sans bleu de méthyléne. Les embryons gardés pour élevage des
nouvelles générations étaient transférés dans des aquariums appropriés vers 5 a 7 jours post
fertilisation et nourris selon les recommandations de The Zebrafish Book (Westerfield,

2000).

Toutes les manipulations ont été réalisées conformément aux normes du code de

déontologie des études sur les animaux (CDEA) de I’Université de Montréal.

5.2 Constructions génétiques et transgénese

Les plasmides pCS2-TDP43-Myc et pCS2-TDP43-G348C-Myc ont généreusement
¢été fournis par Guy Rouleau (Universit¢ de Montréal), contenant respectivement le géne
humain TARDBP de type sauvage et TARDBP arborant la mutation G348C li¢e a la SLA.
Cinq séquences codant pour le marqueur peptidique myc ont été rajoutées a 1I’extrémité 3.
Le protocole fournit par le Tol2Kit (Kwan et al., 2007) a ét¢ utilisé pour former les vecteurs

pDest-Tol2CG2-hsp70-TDP43-Myc et pDest-Tol2CG2-hsp70-TDP-43-G348C-Myc.
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La solution d’injection pour les deux vecteurs pDest-Tol2CG2-hsp70-TDP43-Myc,
et pDest-Tol2CG2-hsp70-TDP-43-G348C-Myc contenait 25 ng/ul d’ADN, 25 ng/ul de
I’ARN de la transposase Tol2 et 0,05% de Fast Green (Sigma). La solution était placée par
capillarité¢ dans des aiguilles formées a partir de capillaires de borosilicate a épaisseur fine
(Sutter Instrument, Novato, CA, Etats—Unis) et injectée dans les cellules en utilisant un

injecteur & pression Picospritzer III (General Valve, Fairfield, NJ, Etats-Unis).
5.4 Sélection des poissons fondateurs et progéniture

5.4.1 Sélection des poissons fondateurs

Les embryons injectés avec les constructions génétiques pDest-Tol2CG2-hsp70-
TDP43-Myc et pDest-Tol2CG2-hsp70-TDP43-G348C-Myc ont ¢été examinés apres 27
heures post-fertilisation (hpf) en utilisant le stéréomicroscope a épifluorescence Olympus
SZX7. Seulement les embryons exprimant une fluorescence aisément observable de la

protéine eGFP dans le cceur ont été sélectionnés et ¢levés comme poissons fondateurs FO.

5.4.2 Séparation des progénitures

Les embryons obtenus par le croisement des lignées TARDBP"" ou TARDBP®**5¢
¢taient examinés sous stéréomicroscope a épifluorescence Olympus SZX7 entre 27 et 48
hpf pour séparer les embryons transgéniques des non-transgéniques en fonction de
I’expression de la protéine eGFP dans le cceur. Les pourcentages d’embryons transgéniques

¢taient enregistrés.

5.4.3 Procédure de choc thermique

Les embryons recevant un choc thermique étaient transférés dans des tubes de verre
avec de I’eau du systeme. Les tubes étaient ensuite placés dans un incubateur humide
préchauffé a la température désirée pendant toute la durée du choc thermique, avec une

agitation de 60 RPM. Les embryons étaient ensuite remis a 28,5°C.
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5.5 Immunofluorescence et microscopie confocale

Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés sur des embryons de 48 a 55
hpf. Les embryons, préalablement anesthésiés dans une solution de 0,02% tricaine ont été
fixés dans une solution de paraformaldéhyde a 4% dilué dans du tampon phosphate saline
(PBS — phosphate buffer salin), soit deux heures a température piece, soit jusqu’au
lendemain matin a 4°C. Les embryons fixés ont été lavés en échangeant la solution 3 fois
avec du PBST (PBS avec 0,1% Tween-20), pendant 15 minutes 3 fois d’affilé. Ils ont
ensuite €té traités avec une solution de 1% Triton X-100 dans du PBS pendant 30 minutes.
Subséquemment, les embryons ont été traités a la collagénase 1mg/ml pendant 20 minutes,
et ont ensuite été lavés 10 minutes avec du PBST 3 fois. Les embryons sont ensuite mis
dans une solution de blocage (25 ml PBS, 2% sérum de chévre, 1% albumine de sérum
bovin, 1% DMSO, 0,5% Triton X-100) 1 heure a température picce. Les embryons sont
ensuite incubés a 4°C pendant la nuit avec I’anticorps primaire (anti-myc lapin,
concentration 1:1000, Developmental Studies Hybridoma Bank ; anti-SV2 souris,
concentration 1:200, Molecular Probe) dilu¢ dans la solution de blocage. Le lendemain, les
embryons ont d’abord été lavés 3 fois pendant 15 minutes dans du PBS avant d’étre incubés
soit @ 4°C pendant la nuit, soit 3 heures a température picece, avec 1’anticorps secondaire
approprié (Alexa fluor 488, 1:1000, Invitrogen ; Alexa fluor 568, 1:1000, Invitrogen), dilué
dans la solution de blocage. Les embryons sont ensuite rincés 3 fois pendant 30 minutes
dans du PBS, puis durant la nuit. Le lendemain, les embryons sont incubés dans une
solution de 70% glycérol dans du PBS pendant 1 heure avant d’étre montés dans du
glycérol 90% sur des lames de microscope, puis imagés par microscopie confocal spinning
disk de Quorum Technologies, avec la roue CSUIOB (Yokogawa), montée sur un
microscope droit a fluorescence Olympus BX61W1, équipé avec une caméra Hamamatsu
ORCA-ER. L’acquisition des images a ¢été réalisée grace au logiciel Volocity

(Improvision).

Les projections axonales des motoneurones marquées par 1’anticorps anti-SV2 ont

¢té imagées au niveau des somites 15, 16, 17 (et parfois 18). Ainsi, 3 a 4 projections
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axonales par embryons ont été analysées par Z-stacks. Le tracé semi-automatique de ces
projections axonales a ¢été réalisé grace au plugin NeuronJ [182] dans le logiciel Imagel
(NIH). La longueur de pré-branchement des projections axonales a été mesurée par ce
méme procédé¢ et normalisée en divisant par la longueur de I’axe dorso-ventral de
I’embryon au niveau du 15°™ somite. La moyenne de la longueur de pré-branchement a été

obtenue pour chaque condition en analysant environ 10 embryons.

5.6 Immunobuvardage

De 5 a 20 embryons par conditions étaient anesthésiés dans une solution de 0,02%
tricaine avant d’étre transférés dans des tubes eppendorf de 1,5 ml. La solution de tricaine
¢était completement enlevée, et 6 pl de tampon RIPA (150 mM NacCl, 50 mM Tris pH 7.4,
1% NP-40, 0% SDS, 2% inhibiteur de protéases, 1% sodium déoxycholate) par embryons
¢tait rajouté. En maintenant les tubes sur glace, les embryons ont ensuite été broyés pendant
5 minutes, puis mis a -80°C pendant 5 minutes. Le tube était ensuite centrifugé a 10 000
RPM pendant 10 minutes a 4°C, et le supernageant récolté. La concentration en protéine du
surnageant a été mesurée par la méthode de Bradford (Bio-RAD Protein Assay, Bio-

RAD Laboratories).

Les échantillons étaient dilués dans du tampon SDS 2X avec 1% de beta-
mercaptoethanol, en fonction de la concentration obtenue par la méthode Bradford pour
obtenir une quantité de protéines égale pour chaque échantillon (entre 2,5 ul et 10 ul) avant
d’étre dénaturés a 95°C pendant 5 minutes. Un volume égal de chaque échantillon était
déposé sur gel acrylamide pour étre séparé par SDS-PAGE. Les protéines étaient ensuite
transférées sur membrane de nitrocellulose par transfert électrophorétique et la membrane
¢tait ensuite utilisée pour un immuno-buvardage. La membrane était d’abord bloquée
pendant une heure a température picce dans du TBST avec 5% de lait. L ’anticorps primaire
(anti-myc lapin, concentration 1:5000, Developmental Studies Hybridoma Bank ; anti-y-
tubuline, concentration 1 5000, Sigma) était ensuite incubé dans 2,5% de solution TBST-

lait pendant la nuit a 4°C ou 1 heure a 37°C. Trois lavements de 5 minutes chaque avec du
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TBST sont réalisés avant d’incuber 1’anticorps secondaire couplé a la péroxydase de raifort,
(concentration 1:1000, Jackson ImmunoResearch) pendant une heure a température picce.
Six lavements de 10 minutes chaque avec du TBST sont réalisés avant de révéler le gel en

utilisant le Western Blotting Substrate (Lumi-light Western Blotting Substrate, Roche).

5.7 RT-PCR

L’ARN total des embryons a été extrait a 48 hpf en utilisant du Trizol (Invitrogen)
par extraction au guadinium thiocyanate-phénol-chloroform. L’ADNc a été synthétisé avec
le kit RevertAid H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis (Fermentas). Aprés avoir dosé
I’ADNc, il a été utilis€ pour une réaction de RT-PCR avec le protocole fourni pour
I’enzyme Tag DNA Polymerase (Denville Scientific Inc.) pour un volume final de 10 pl.
Le programme utilisé était : dénaturation a 94°C pendant 3 minutes; 20 cycles de 95°C, 30
secondes, 65°C 30 secondes et 72°C 2 minutes; 20 cycles de 95°C 40 secondes, 55°C 30

secondes et 72°C 2 minutes; 72°C 7 minutes; refroidissement a 8°C.

5.8 Réflexe de fuite en réponse au toucher

Le réflexe de fuite en réponse au toucher des embryons a été étudié entre 48 et 55
hpf. Les embryons étaient placés au centre d’une boite a pétri de 60 mm de diametre
remplie d’eau du systéme. Les embryons ont été touchés 1égerement au niveau de la queue
en utilisant une paire de forceps. Les réponses élicitées ont été filmées en utilisant la
caméra digitale Grasshopper 2 (Point Grey Research), montée sur un stéréomicroscope
Olympus SZX7, et les vidéos ont été acquises avec le logiciel d’acquisition FlyCap2 (Point

Grey Research). Les enregistrements étaient effectués entre 30 Hz et 60 Hz.

En utilisant le logiciel ImagelJ (NIH), les vidéos ont ét¢ étudiées image par image
pour déterminer le comportement de nage de facon rapide et binaire (présence ou absence
de nage). Les vidéos ont été réalisées uniquement sur les embryons vivants ne présentant

pas de défauts morphologiques.
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5.9 Analyse statistique

Les données ont été analysées par ANOVA a une voie. Une valeur de P<0,05 a été
utilisée pour les différences significatives. Les barres d’erreurs représentent I’erreur

standard de la moyenne. Les données numériques et statistiques sont fournies en Annexe 1.
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Annexe

Table 5. Données de la Figure 8B

Pourcentages des embryons de la génération F2 en fonction du phénotype, suite a un choc

thermique de 38,5°C pendant 30 minutes réalisé¢ a 18 hpf. Le nombre d’embryons est donné

entre parentheses.

Normaux

Phénotype
moteur

Morphologie
anormale

Morts

Total

TARDBP®3%¢ gvec
choc thermique

2,61% (10)

59,79% (229)

15,41% (59)

22,19% (85)

100% (383)

choc thermique

Non Tg avec

. 100% (387 0% (0 0% (0 0% (0 100% (387
choc thermique % (387) % (0) % (0) % (0) % (387)
TARDBP®** sans | 1009, (318) | 0% (0) 0% (0) 0% (0) | 100% (318)
choc thermique
TARDBP"" avec | 1009, (390) 0% (0) 0% (0) 0% (0) 100% (390)

Table 6. Statistiques de la Figure 9B

Ratio de la longueur de pré-branchement

TARDBP®3#C avec
choc thermique

0,456 + 0.0216 (N=12)

Non Tg avec
choc thermique

0.620 £ 0.0155 (N=11)

TARDBP®3#C¢ sans
choc thermique

0.663 + 0.0145 (N=8)

TARDBP"T avec
choc thermique

0.653 £ 0.0218 (N=10)
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